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緒  言 
 
リンゴは，新エングラー体系（1964）の分類ではバラ科 Rosaceae，ナシ亜科
Maloideae，リンゴ属 Malus に分類され，APG 分類体系（APG III，2009）では
バラ科 Rosaceae，シモツケ亜科 Spiraeoideae，ナシ亜連 Pyrinae，リンゴ属 Malus
に分類されている植物である．リンゴ属の基本種は約 30 種あるとされており，
北半球の温帯域に分布している．最も一般的な 2 倍体の染色体数は 2n = 2x = 34
であり，3 倍体や 4 倍体も存在する．現在，わが国において経済栽培されてい
るセイヨウリンゴ（単にリンゴとも呼ばれる．M. × domestica）は，カスピ海
と黒海に挟まれたコーカサス山脈地域から中央アジアに分布している M. 
sieversiiを起源とし，ヨーロッパ原生の M. sylvestrisや M. orientalis，およびア















ことで生産量は増加し，昭和から平成にかけて一時は 100 万 t を超える生産量
を記録した．しかし，その後の生産量は減少し，2012 年（平成 24 年）の生産
量は 79 万 t，栽培面積は 37,400 ha となっている．それでもなお，日本の果樹の







計画的な交雑育種の端緒は，20 世紀初頭の 1909 年（明治 42 年）に青森県の民
間育種家である前田顕三によって開始された例であるといわれている．公的機
関としては，1928 年（昭和 3 年）に開始された青森県農事試験場園芸部（青森
県黒石市），現・地方独立行政法人青森県産業技術センターりんご研究所（以下，
（地独）青森県産技センターりんご研究所と略す）や，1939 年（昭和 14 年）




1975 年（昭和 50 年）に早生の‘つがる’が，農林省園芸試験場，現・（独）農


















































































果実の収穫前に起きる生理落果に関わる MdACS1（M. ×  domestica 
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase；Sato et al., 2004）や，果皮の着色
性に関わる MdMYB1（M. × domestica myeloblastosis；Takos et al., 2006; Ban et al., 
2007）から開発された DNA マーカーが挙げられる．遺伝子の塩基配列から開








最も顕著な成果は，共優性を示す simple sequence repeat（SSR）マーカー等の
DNA マーカーが多数位置付けられていて，リンゴの染色体基本数である x = 17
に等しい連鎖群で構成された飽和標準連鎖地図が発表されたことである
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）．この成果によって，形質に連鎖する DNA マ
ーカーを効率的に開発する基盤が整い，選抜に利用される DNA マーカーとし
て randomly amplified polymorphic DNA（RAPD）マーカーを基にして改変され
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た sequence characterized amplified region（SCAR）マーカーに加えて，SSR マー
カーが利用される例が増えている．飽和標準連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 
2006）を活用した結果，リンゴの黒星病抵抗性やうどんこ病抵抗性などの形質
に連鎖するDNAマーカーが開発されて，選抜に用いられている（Kellerhals et al., 







































DNA マーカーは明らかにされているものの（Hemmat et al., 1997; Kim et al., 
2003; Tian et al., 2005），それらの DNA マーカーを用いた選抜技術は開発されて
いない．そこで，本研究の第 2 章では，カラムナータイプの実生個体を選抜す

















体を選抜するための DNA マーカーを開発しようとした． 
リンゴの台木における挿し木発根性は，台木の繁殖性を向上させる重要な形




であることが推測されているにすぎない（Pop et al., 2011）．また，休眠枝挿し
の検定には休眠枝を用いる必要があることから，1 年に 1 回しか検定を実施で
きず，表現型の評価には時間がかかる．そこで，本研究の第 4 章では，全ゲノ
ムをカバーする連鎖地図を構築して，休眠枝挿しにおける発根性に関わる量的
形質遺伝子座（quantitative trait loci: QTL）を探索し，挿し木発根性の優れる実
生個体を選抜するための DNA マーカーを開発しようとした． 






















電解質の漏出を引き起こす（Tsuge et al., 2013）．また，このような罹病性の反































らなる合計 114 個体の F1 集団を実験に供試した（第 1-1 表）．接種源として斑
点落葉病菌の AKI-3 株を供試した．接種には Abe et al.（2010）の方法に準じ，
detached-leaf 法を用いた．すなわち，伸長中の新梢の先端部分から第 2 番目ま
たは第 3 番目の展開葉を 5 枚採取して，湿らせたろ紙を敷いたプラスチックシ
ャーレ内に葉を静置し，2×105 個/ml の濃度に調整した分生子の懸濁液を噴霧
器によって接種した．20°C で 48 時間，暗黒条件に保持した後，葉に形成され
た壊死斑の形成程度で抵抗性を 0，罹病性を 5 とする 6 段階のスコアで評価し
た（第 1-1 図）．各個体の抵抗性の強弱については，葉ごとの壊死斑形成程度の





各個体のゲノム DNA は，自動 DNA 抽出装置 PI-50α（クラボウ（株））を用
いて幼葉から抽出した．－80°C で保存しておいた 100 mg の幼葉をビーズ式破
砕装置 SH-48（クラボウ（株））で破砕し，1 ml の分離緩衝液（10% polyethylene 
glycol （#6000），100 mM Tris-HCl （pH8.0），350 mM ソルビトール，50 mM EDTA 
（pH 8.0））中で 30 分間保持した．その後はクラボウ（株）が提供する定法に
従い，PI-50αによって DNA を抽出した． 
Alt が座乗する連鎖群を定める目的で，ゲノムスキャニングアプローチ
（genome scanning approach: GSA）による解析を行った．GSA の第一段階の解
析として，リンゴの飽和標準連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）もしく
は第 4 章で述べるリンゴの台木用品種‘JM7’の連鎖地図に座乗する SSR マー
カーから，リンゴの染色体基本数（x = 17）と等しい 17 個存在する連鎖群ごと
に，上部，中央部，下部に座乗する 3 種類，もしくは上部と下部に座乗する 2
種類を供試して，‘Starking Delicious’と‘Jonathan’，および両品種を交雑して
得られた F1 集団から任意に選択した 22 個体の罹病性個体で検出される対立遺
伝子を調べた（第 1-2 表）． 
SSR マーカーの PCR は，プライマーの合成方法が異なる 2 種類の方法のい
ずれかで行った．一つ目の方法は直接標識法（Ziegle et al., 1992）であり，フォ
ワードプライマーの 5’末端を蛍光物質 D2，D3，D4 のいずれかで標識した．
PCR には Go taq Hot Start Colorless Master Mix（プロメガ（株））を用い，反応液
の容量を 10 µl とした．反応液にはゲノム DNA を 5 ng と，フォワードプライマ
ーとリバースプライマーをいずれも 0.2 µM の濃度になるように加えた．PCR
は，94°C で 4 分の加熱の後，94°C で 30 秒，55°C で 1 分 30 秒，72°C で 30 秒
のサイクルを 35 回行った後，60°C で 10 分間の伸張反応を行った．二つ目の方
法は T7 配列付加法（Schuelke, 2000）であり，フォワードプライマーの合成時





した 17 塩基の T7 プロモーター配列のプライマーも用いた．反応液には，フォ
ワードプライマーとリバースプライマー，ユニバーサルプライマーをそれぞれ
0.04 µM，0.2 µM，0.2 µM の濃度になるように加えた．その他の条件は直接標識
法と同様に行った． 
いずれの方法で得られた PCR 産物も，DNA シーケンサーCEQ8000（ベック
マン・コールター（株））によってキャピラリー電気泳動を行い，分離・検出し
た．増幅産物のサイズは，内部標準 DNA（DNA Size Standard Kit-400，ベック
マン・コールター（株））と比較して求めた． 
ある SSR マーカーについて，罹病性の 22 個体における‘Starking Delicious’
に由来する対立遺伝子の分離比が 1:1 に適合しなかった場合（χ2検定；P < 0.05），
その SSR マーカーを用いて GSA の第二段階の解析を行った．GSA の第二段階
の解析では，F1 集団の全個体において対立遺伝子を検出し，調べた SSR マー
カーと Altとが連鎖しているかどうか，連鎖解析によって調べた． 
３．Altが座乗する領域に対する既知の DNA マーカーの追加 
第 11 連鎖群（LG 11）に既知の SSR マーカー（第 1-3 表）をマッピングする
こと，および，公的データベースに登録されている発現遺伝子情報（expressed 
sequence tag；EST）を DNA マーカーとして利用することで，LG 11 の連鎖地図
に DNA マーカーを追加した．本実験では，既知の SSR マーカーとしてリンゴ
属で開発された SSR マーカー（Celton et al., 2009b; Chagne et al., 2008; 
Gianfranceschi et al., 1998; Hokanson et al., 1998; Liebhard et al., 2002; Moriya et al., 
2012; Silfverberg-Dilworth et al., 2006）に加えて，ナシ属（Fernandez-Fernandez et 
al., 2006; Inoue et al., 2007），およびサクラ属（Testolin et al., 2000）で開発された
ものも解析の対象にした．EST においては，うどんこ病抵抗性遺伝子 Pl2と PlMIS
に連鎖すると報告されている 5 種類の遺伝子（DR033886，DR033888，DR033891，
DR033892，DR033893；Gardiner et al., 2007）について，DNA マーカーとしての
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利用を検討した（第 1-4 表）．塩基配列の内部に SSR を含む EST である DR033893
は SSR の両側を挟み込むようにプライマー（DR033893-F，DR033893-R）を設
計し，その他の EST は配列の両端付近にプライマー（（EST 名）-F と（EST 名）
-R）を設計した．PCR は 1×Ex Taq Buffer，0.2 mM dNTPs，0.2 µM フォワード
プライマー，0.2 µM リバースプライマー，0.25 U Ex Taq（タカラバイオ（株）），
および鋳型 DNA 10 ng を含む 10 µl の反応液中において，94°C で 5 分を 1 サイ
クルの後，94°C で 1 分，55°C で 1 分，72°C で 3 分のサイクルを 35 回行った．




４．うどんこ病抵抗性遺伝子に連鎖する DNA マーカーDR033892 を検出する方
法の改変 
DR033892 の両端を挟むプライマー（DR033892-F と DR033892-R；第 1-4 表）
によって得られた PCR 産物は，DNA Ligation Kit（タカラバイオ（株））を用い
て，pMD19 ベクター（タカラバイオ（株））にクローニングした．プラスミド
DNA は，DTCS Quick Start Kit（ベックマン・コールター（株））を用いてシー
ケンシング反応を行い，CEQ8000 で電気泳動を行って，塩基配列を決定した． 
検出方法を改変する目的で，決定した塩基配列を用いて，新たにプライマー
DR033892-F5（5'-ATG GAG TGG TAG ATT TAT CAT ATT T-3'），DR033892-S-R2
（5'-TTC AAC AGC ATA ACC GGC-3'）を設計した．PCR は 1×Ex Taq Buffer，
0.2 mM dNTPs，1.0 µM DR033892-F5，0.15 µM DR033892-S-R2，1.0 µM 
DR033892-R，0.5 U Ex Taq および鋳型 DNA 20 ng を含む 20 µl の反応液中にお















構築には JoinMap 4 ソフトウェア（Kyazma B. V.）を用いた．シュードテストク
ロス法，および Kosambi の地図関数を用いて計算を行った．連鎖群を決めるた







‘Starking Delicious’と‘Jonathan’の正逆交雑に由来する，F1 集団 114 個体
の斑点落葉病に対する壊死斑形成程度は，抵抗性と罹病性の 2 群に明瞭に分離
し，中程度抵抗性と判定された個体は認められなかった（第 1-1 表）．抵抗性と
罹病性の分離比は 48:66 であり，χ2 検定の結果，1:1 の分離比に適合した（χ2 
= 2.8， P = 0.09）． 
２．GSA による Altが座乗する連鎖群の同定 
GSA の第一段階の解析の結果，供試した 48 種類の SSR マーカー中，35 種類
で‘Starking Delicious’の対立遺伝子が多型を示した（第 1-2 表）．多型を示し




χ2 検定の有意水準 5 %で 1:1 の分離比に適合しなかった．そこで，これら 4 種
類のマーカーを用いて GSA の第二段階の解析を行ったところ，LG 11 の
MEST070 と Altとの連鎖関係が認められた．Altと MEST070 の組換え価は 0.073
（LOD = 20.17）であった．その他の SSR マーカーと Altとの間に有意な連鎖関
係は認められなかった（データ省略）． 
３．LG 11 において Altが座乗する領域に対する既知の DNA マーカーの追加 
LG 11 に座乗する 19 種類の既知の SSR マーカー（第 1-3 表）を用いて，




SSR マーカーを用いて F1 集団において検出される対立遺伝子を調べた．12 種
類の SSR マーカーのうち 2 種類（CN491050 と MEST092）は，連鎖解析のグル
ーピング解析の際に LG 11 から排除された． 
DNA マーカーDR033892 についてプライマーDR033892-F と DR033892-R を
用いて PCR を行ったところ，‘Starking Delicious’において 2.0 kbp と 1.3 kbp の
2 つの増幅産物が得られたので，DR033892 のマッピングが可能であった（デー
タ省略）．同様に，SSR マーカーを設計した DR033893 もマッピング可能な多型




‘Starking Delicious’における LG 11 の連鎖地図が構築された（第 1-2 図）．そ
の結果，Altは Hi07d11 および Hi01d06 によって得られた遺伝子座と，DR033892
との間にマッピングされた．Alt の最も近傍に座乗していた DNA マーカーは
DR033892 であり，その遺伝距離は 1.7 cM であった． 
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４．うどんこ病抵抗性遺伝子に連鎖する DNA マーカーDR033892 を検出する方
法の改変 
DR033892 についてプライマーDR033892-F と DR033892-R で PCR を行った
際に，‘Starking Delicious’において 2.0 kbp の対立遺伝子が Altと相引に連鎖し
ていた（データ省略）．一方，‘Jonathan’の対立遺伝子型は 2.0 kbp のホモ型で
あったので，Altと相引に連鎖する対立遺伝子を特異的に識別できなかった．そ
こで，Altと相引に連鎖する対立遺伝子を特異的に識別できるように検出方法を
改変することを目的として，PCR 増幅産物の塩基配列を解読した（第 1-3 図）．
その結果，‘Starking Delicious’から増幅した対立遺伝子の塩基長は 2028 bp お
よび 1333 bp であった．一方，‘Jonathan’から増幅した 2 種類の対立遺伝子は，
内部にいくつかの SNP を含むものの，どちらも 2032 bp であった．これら 4 種
類の対立遺伝子を比較したところ，Altと相引に連鎖する 2028 bp の対立遺伝子
に特異的な，2 か所の SNP と 2 か所の塩基欠失が認められた．SNP は 1741 bp
目の T/C 置換と，1753 bp 目の C/A 置換であり，塩基欠失は 720 bp 目の 1 bp と
1367 bp 目の 3 bp であった．そこで，1753 bp 目の C/A 置換を利用して，Altと
相引に連鎖する対立遺伝子に特異的にアニーリングするプライマー
DR033892-S-R2，およびその近辺の塩基配列からプライマーDR033892-F5 を設
計した．これら 2 種のプライマー，および DR033892-R を含む PCR の反応液を
調整して PCR を行ったところ，Alt と相引に連鎖する対立遺伝子から特異的に
増幅する 429 bp の増幅産物と，altから増幅する 692 bp の増幅産物が検出され
た（第 1-4 図）．プライマーを設計した際，Alt と相引に連鎖する対立遺伝子か
ら 689 bp の増幅産物が得られることを期待したが，実際は 429 bp の増幅産物し
か認められなかった． 
‘Starking Delicious’の枝変わり前の品種である‘Delicious’の後代にあたる
7 品種および選抜系統と，近年育成されている栽培品種群の祖先にあたる 4 品
種（‘Golden Delicious’，‘Ralls Janet’，‘McIntosh’，‘印度’）について，
DR033892-S-R2，DR033892-F5 および DR033892-R を用いて多型を検出した（第
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1-4 図）．その結果，全ての罹病性品種から 429 bp の増幅産物が検出され，抵抗
性品種からは検出されなかった．‘Golden Delicious’からは 692 bp の増幅産物




従来はバルク法（Michelmore et al., 1991）がよく採用されていた．しかし，近
年，リンゴのゲノム情報や研究例が充実してきたことを背景に，リンゴやナシ
においては全ゲノムを SSR マーカーでスキャンする GSA の利用例が増してき
た（Erdin et al., 2006; Patocchi et al., 2005; Terakami et al., 2007）．バルク法は，遺





度は 2 群に分離し，その分離比は 1:1 に適合した．このことは，一対の主働遺
伝子 Alt が斑点落葉病に対する抵抗性・罹病性を支配するという仮説（齋藤・
武田，1984）を支持することから，リンゴの斑点落葉病に対する罹病性を質的
形質と解釈して，GSA を用いて Alt が座乗する連鎖群の特定を試みることにし
た． 
GSA の第一段階，および第二段階の解析の結果，LG 11 に Altが座乗するこ
とが示された（第 1-2 表，第 1-2 図）．したがって，第一段階の解析に用いた罹







されている（Dirlewanger et al., 2004）．特にナシ属は，APG 分類体系においてリ
ンゴ属と同じナシ亜連に属し，ゲノム全域にわたるシンテニーがある（Celton et 
al., 2009a; Yamamoto et al., 2005）．このような理由から，‘Starking Delicious’の
LG 11 に既知の DNA マーカーを追加する過程で，ナシ属とサクラ属で開発され
た SSR マーカーから，リンゴでも利用できる DNA マーカーが得られることを
期待したが，マッピング可能な多型を示したものはなかった．しかしながら，
供試する SSR マーカーの数を増やすことによって，多型を示す SSR マーカーは
得られると考えられた． 




方法を改変した（第 1-4 図）．プライマーを改変した DNA マーカーDR033892
を用いて，‘Delicious’後代の品種および選抜系統や，近年育成されている栽培
品種群の祖先にあたる 4 品種（‘Golden Delicious’，‘Ralls Janet’，‘McIntosh’，
‘印度’）が示す多型を検出したところ，Altと相引に連鎖する対立遺伝子は 429 
bp の増幅産物で特異的に識別され，抵抗性・罹病性の関係と 429 bp の増幅産物
の有無が一致したので，改変した DR033892 は広範な交雑組合せにおいて，斑
点落葉病に抵抗性を示す個体を早期に選抜するための DNA マーカーとして利















イト「Genome Database for Rosaceae （GDR）」（http://www.rosaceae.org/）上で公
開されている‘Golden Delicious’のゲノム情報（Velasco et al., 2010）を利用し
て，Alt の座乗する詳細な候補領域を定めることで，Alt の候補遺伝子が明らか
にされることが期待される．また，この過程において，Alt との遺伝距離が





種の抵抗性／罹病性の表現型は，中国（Li et al., 2012b）と日本（Abe et al., 2010）
で異なっている例が多い．さらに，中国で分離された斑点落葉病菌を用いて
‘Golden Delicious’に由来する罹病性の主働遺伝子に連鎖する SSR マーカー
CH05g07 が明らかにされている（Li et al., 2011）．しかしながら，SSR マーカー
CH05g07 は LG 12 および LG 14 に座乗することが知られており
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006），本章でマッピングされた LG 11 の Altと独立
に遺伝すると考えられる．そもそも，Li et al.（2011）によって罹病性品種とさ
れ，罹病性主働遺伝子に連鎖する SSR マーカーの開発に用いられた‘Golden 
Delicious’は，本章で接種した斑点落葉病菌の菌株 AKI-3 に対して抵抗性であ














（0-0.5z） （0.5-2.5） （2.5-5） 
Starking Delicious  
× Jonathan 
57 23 0 34 2.1 （0.14） 
Jonathan  
× Starking Delicious 
57 25 0 32 0.8 （0.35） 
  114 48 0 66 2.8 （0.09） 
z壊死斑の形成程度の評価基準については第 1-1 図を参照． 
 
 
第 1-1 図．斑点落葉病菌の接種に対するリンゴ葉における壊死斑の形成程度．  
0 = 病徴なし，1 = 1 mm 以下の小壊死斑点，2 = 葉面積 10%以下の壊








第 1-2 表．ゲノムスキャニングアプローチの第一段階の解析において，‘Starking 
Delicious’の対立遺伝子が多型を示した SSR マーカーを用いて，斑
点落葉病に罹病性を示した 22 個体で検出された対立遺伝子の分離． 










1 Hi02c07 13 9 0.73 
1 CH-Vf1 10 12 0.18 
2 CH02f06 14 8 1.64 
2 CH02b10 12 10 0.18 
3 CH03e03 5 17 6.55* 
3 Hi03d06 16 6 4.55* 
3 MS14h03 11 11 0 
4 CH04e02 7 15 2.91 
4 CH02h11a 13 9 0.73 
5 CH05e06 14 8 1.64 
5 CH02b12 13 9 0.73 
6 CH03d07 15 7 2.91 
6 Hi03a03 9 13 0.73 
7 Hi03a10 14 8 1.64 
8 CH02g09 10 12 0.18 
9 MEST032 10 12 0.18 
9 CH05c07 13 9 0.73 
9 CN444542 10 12 0.18 
10 CH02b07 16 6 4.55* 
10 CH03d11 13 9 0.73 
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第 1-2 表．（続き） 










10 CH02b03b 12 10 0.18 
11 MEST070 22 0 22.0*** 
11 CH04d10 10 12 0.18 
12 CH05d04 14 8 1.64 
12 CH03c02 11 11 0 
13 GD147 10 12 0.18 
14 CH05g11
w
 11 11 0 
14 Hi03a03 8 14 1.64 
15 CH01d08 9 13 0.73 
15 CH02d11 13 9 0.73 
15 CH02c09 13 9 0.73 
16 CH05c06
w
 8 14 1.64 
16 CH05a04 8 14 1.64 
17 Hi07h02 10 14 0.91 
z以下の SSR マーカー（連鎖群）を用いたとき，‘Starking Delicious’の対立遺
伝子は多型を示さなかった：CH05g08 (1), CH03d01 (2), MEST049 (4), Hi04a08 
(5), MEST054 (7), CH01h10 (8), CH04a12 (11), CH04d02 (12), CH05h05 (13), 
CH05f04 (13), CH01e01 (14), CH05g03 (17), Hi02f12 (17)． 
y植物材料には，‘Starking Delicious’と‘Jonathan’を正逆交雑して得られた F1
集団から，斑点落葉病に罹病性を示す 22 個体を任意に選択して用いた. 




第 1-3 表．斑点落葉病に罹病性を示す主働遺伝子 Alt が座乗していた‘Starking 
Delicious’の第 11 連鎖群に対して DNA マーカーを追加する際に供
試された既知の SSR マーカー． 
SSR マーカー 開発源 参考文献 
CH02d12 Malus Gianfranceschi et al. (1998) 
CH01c11 Malus Liebhard et al. (2002) 
CH02d08 Malus Liebhard et al. (2002) 
CH03d02 Malus Liebhard et al. (2002) 
CH04h02 Malus Liebhard et al. (2002) 
CH05g11 Malus Liebhard et al. (2002) 
CN491050 Malus Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi01d06 Malus Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi07d11 Malus Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
GD15 Malus Hokanson et al. (1998) 
NZmsCN892357 Malus Celton et al. (2009b) 
NZmsCN855456b Malus Chagne et al. (2008) 
NZmsCN905667 Malus Chagne et al. (2008) 
MEST044 Malus Moriya et al. (2012) 
MEST070 Malus Moriya et al. (2012) 
MEST092 Malus Moriya et al. (2012) 
EMPc11 Pyrus Fernandez-Fernandez et al. (2006) 
IPPN02 Pyrus Inoue et al. (2007) 
UDP98-416 Prunus Testolin et al. (2000) 
 
第 1-4 表．斑点落葉病に罹病性を示す主働遺伝子 Alt が座乗していた‘Starking 
Delicious’の第 11 連鎖群に対して DNA マーカーを追加する際に供







DR033886 AGTCCTCTGGTACCTCGGAAG AAAGTATGCGAGCTTTTCTGC 
DR033888 TGTCCCTTAAAGAAAGGTTGG CTTTGCCGTCAATGGAACAC 
DR033891 CCTCCAGAGATGTTGTTCACAG CGACTCGTAACGTGGAATTT 













第 1-3 図．DNA マーカーDR033892 における対立遺伝子間の塩基配列の多型． 
（A）‘Starking Delicious’の Altと相引に連鎖する対立遺伝子を示す． 

































































































































































































































（Watanabe et al., 2004, 2006）．しかし同時に，インドール酢酸/サイトカイニン
比はカラムナータイプであるかどうかにかかわらず，品種間，および部位間で








ラムナータイプを示す原因となる遺伝子の特定には至っていない（Krost et al., 
2012, 2013; Zhang et al., 2012）．このように，植物ホルモン合成経路上に関わる
遺伝子発現の情報から，カラムナータイプの個体を選抜するための DNA マー
カーを開発することは困難である．このため，Coに連鎖する遺伝子を解析する













連鎖する DNA マーカーがいくつか報告されている．たとえば，SSR マーカー
である SSRco（Hemmat et al., 1997）や，SCAR マーカーである SCB82670（Kim et 
al., 2003），SCAR682，SCAR216（Tian et al., 2005）が開発されている． 
一方，時を同じくして，連鎖地図の研究が著しく進展して，SSR マーカー等
の共優性の DNA マーカーが数多く位置付けられ，染色体基本数（x = 17）に等
しい 17 個の連鎖群に収束する標準連鎖地図が構築されている．最初に公表され
たリンゴの標準連鎖地図には，67 種類の共優性の DNA マーカーが位置付けら
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れている（Maliepaard et al., 1998）．本標準連鎖地図には，SSRco（Hemmat et al., 
1997）のプライマーが改変された SSR マーカーである COL（Gianfranceschi et al., 
1998）が LG 10 にマッピングされており，Coが LG 10 に座乗することが示唆
されている．その後，300 種類以上の SSR マーカーが新たに開発され（Liebhard 
et al., 2002, 2003; Silfverberg-Dilworth et al., 2006），ゲノム全領域の 85%をカバー
する飽和標準連鎖地図が構築されている（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）．飽


















の品種との交雑によって得られた 21交雑組合せからなる F1集団の 357個体を，








の選抜系統）の F1 集団の 68 個体，および‘ふじ’×8H-9-45（Co/co：カラム
ナータイプの選抜系統）の F1 集団の 55 個体，‘ふじ’×‘Tuscan’（Co/co：カ
ラムナータイプの品種）の F1 集団の 64 個体を供試した．‘ふじ’×5-12786 の
F1 集団（68 個体）は，台木用品種の‘JM1’に接ぎ木された 2 年生苗で表現型
を判定した．‘ふじ’×8H-9-45 の F1 集団（55 個体）は，1 年生の自根の実生
苗の段階で，達観によりカラムナータイプに似た樹形を示した個体のみを選抜
し，さらにその後の生育が良好な個体だけを解析に供試した．‘ふじ’×‘Tuscan’
の F1 集団（64 個体）は 1 年生の自根の実生苗を供試して表現型を判定した．





各個体のゲノム DNA は第 1 章の方法に準じて抽出した． 
LG 10 の連鎖地図の構築にあたっては，リンゴの飽和標準連鎖地図
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）において LG 10 に座乗していた 10 種類の SSR
マーカー（AU-223548-SSR，CH01f12，CH02a10，CH02c11，CH03d11，Hi01a03，
Hi01b01，Hi03c04p，Hi22f04，COL）を供試した．これら 10 種類のうちの 2 種
類（Hi01a03 と Hi01b01）は，インターネットのホームページ「HiDRAS プロジ
ェクト（http://users.unimi.it/hidras）」で公開されている情報によると，同一の反
復配列をターゲットとして開発された SSR マーカーである．本節において，こ




れらの SSR マーカーの PCR，および検出は第 1 章の方法に準じて行った． 
また，SCAR マーカーSCB82670（Kim et al., 2003）と SCAR682，SCAR216（Tian 
et al., 2005）を実験に供試した．それぞれの SCAR マーカーについて，論文に
記載された条件に従って PCR を行い，増幅産物をアガロースゲルによる電気泳
動で分離し，エチジウムブロマイドによる染色後に紫外線を照射して検出した．




上記の実験を行って得られた DNA マーカーの連鎖解析には JoinMap 3 ソフ






‘ふじ’と選抜系統 5-12786 を交雑して得られた F1 集団の表現型を判定し
たところ，カラムナータイプと通常型の分離比は 30:38 であり，1:1 の分離比に
適合した（χ2 ＝ 0.9，P = 0.332）ので，5-12786 が単一の優性遺伝子 Coをヘ
テロで持つ（Co/co）ことが確認された（第 2-1 表）．一方，‘ふじ’と選抜系統
8H-9-45 を交雑して得られた F1 集団では，カラムナータイプと通常型の個体が
出現したものの，分離比は 47:8 であり，1:1 に適合しなかった．‘ふじ’と‘Tuscan’
を交雑して得られた F1 集団では，表現型の判定が困難であった． 
２．DNA マーカーの分析および連鎖地図の構築 
実験の結果得られた DNA マーカーの遺伝子型を用いて連鎖解析を行ったと




の連鎖地図と，‘ふじ’×8H-9-45 の F1 集団を用いて構築された選抜系統 8H-9-45
の連鎖地図にマッピングされた（第 2-2 図 A，B）．‘ふじ’×‘Tuscan’の F1
集団においては，表現型のデータが得られなかったので，Coを含まない‘Tuscan’
の連鎖地図が構築された（第 2-2 図 C）． 
4 種類の SSR マーカー（CH02a10，CH03d11，Hi01a03，COL）と 2 種類の




連鎖地図間の比較に用いることができなかった．5-12786 の連鎖地図（第 2-2 図
A）において，Coは SCAR682 と CH03d11 で得られた遺伝子座と Hi01a03 との間
にマッピングされた．8H-9-45 の連鎖地図（第 2-2 図 B）において，Coは SCAR682
および CH03d11 と 0 cM で連鎖していた．いずれの F1 集団においても，Coと
相引に連鎖する対立遺伝子は，CH03d11 では 177 bp であり，Hi01a03 では 174 bp
であった．‘Tuscan’の連鎖地図（第 2-2 図 C）においては，CH03d11 と Hi01a03
が 0 cM で連鎖していた．また，F1 集団中の各個体についてグラフ遺伝子型を
作成したところ，表現型の判定および DNA マーカーの遺伝子型の誤りと思わ
れる二重組換え等は認められなかった（データ省略）． 
Co の近傍にマッピングされた SCAR マーカーSCAR682，および SSR マーカ
ーCH03d11 と Hi01a03 の染色体上での物理的な位置関係をさらに検証すること
を目的として，SCARマーカーSCAR682，およびSSRマーカーCH03d11とHi01a03
を用いて，カラムナータイプの品種・選抜系統と通常型の品種‘McIntosh’に
おいて検出される対立遺伝子を調べた（第 2-2 表）．その結果，CH03d11 で検出
される 177 bpの対立遺伝子および SCAR682で検出される 682 bpの対立遺伝子は，
選抜系統 5-263 を除くすべてのカラムナータイプの品種・選抜系統で検出され
た．このうち，一部の選抜系統（8C-7-20，8C-9-111，8C-14-8，5-400）では，
CH03d11 において 177 bp のホモ型を示していた．一方，SCAR682 は優性マーカ
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ーなので，ホモ型とヘテロ型を識別できなかった．Hi01a03 で検出される 174 bp
の対立遺伝子は全てのカラムナータイプの品種・選抜系統で認められ，一部の
選抜系統（8C-7-20，8C-14-8，5-128，5-263，5-400）では 174 bp のホモ型を示
した．選抜系統 5-263 において CH03d11 と SCAR682 によって Co と相引に連鎖
する対立遺伝子が検出されなかった理由は，DNA マーカーと Co間で起きた染
色体の組換えが原因と考えられた（第 2-3図）．同様に，SCARマーカーSCAR682，
および SSR マーカーCH03d11 と Hi01a03 を用いて，通常型の品種とカラムナー
タイプの選抜系統との交雑で育成された 18 交雑組合せの F1 集団から選抜され
たカラムナータイプの 170 個体において検出される対立遺伝子を調べた（第 2-3
表）．その結果，CH03d11 で検出される 177 bp の対立遺伝子は全ての個体（170
個体）で認められた．また，SCAR682で検出される 682 bp の対立遺伝子と Hi01a03
で検出される174 bpの対立遺伝子は，それぞれ168個体（98.8%），165個体（97.1%）
で認められた． 
SCAR マーカーSCB82670（Kim et al., 2003）は 1.8 cM の遺伝距離で Coと連鎖





SCB82670 の塩基配列（Kim et al., 2003）と一致していた．‘ふじ’×‘Tuscan’





際に，2 年生以上の自根苗が用いられている（Hemmat et al., 1997; Kim et al., 











Co で説明できるが，その他のいくつかの QTL もカラムナー性の発現に関与し
ていることが明らかにされている（Kenis・Keulemans, 2007）．このことから，
カラムナータイプを示すかどうかは Co の有無で決定されているが，その発現
強度は Coと独立に遺伝する QTL の影響を受けていると考えられている． 
本節においても，Kenis・Keulemans（2007）と同じように接ぎ木苗を用いた
材料において，明確にカラムナータイプと通常型が識別された．一方，自根苗









との交雑で育成された 18 交雑組合せの F1 集団から選抜されたカラムナータイ
プの 170 個体において，既知の DNA マーカーを検出した結果（第 2-3 表）から，
Co近傍の DNA マーカーの並び順は，SCAR682，CH03d11，Hi01a03 であること




く連鎖している DNA マーカーは CH03d11 であり，次いで SCAR682，Hi01a03
の順であると判断された．この DNA マーカーの並び順は，リンゴの飽和標準
連鎖地図（Silfververg-Dilworth et al., 2006）および 4 つの交雑実生集団の統合連
鎖地図（N’Diaye et al., 2008）と一致していた．これらの結果から，CH03d11 は
SCAR682 よりも Co の近傍に座乗しており，Hi01a03 は Co を挟んでこれらの反
対側に座乗していることが示された． 
本節で明らかにされた，Coと既知の DNA マーカーの位置関係は，これまで
に報告されている結果と一部異なっていた．たとえば，SCAR682 が CH03d11 よ
りも Co の近傍に座乗するとされていたり（Tian et al., 2005），CH03d11 と
CH02c11 間に Coがマッピングされていた（Fernandez-Fernandez et al., 2008）．
このように，既知の DNA マーカーと Coの位置関係が一致していない主要因と
して，DNA マーカーの密度が低いことや，表現型および DNA マーカー遺伝子




SCB82670（Kim et al., 2003）は，LG 10 に座乗していない可能性が示唆された．
本節において行った連鎖解析の結果，SCB82670 は LG 10 の DNA マーカーとの
連鎖関係が認められなかった．さらに，‘Tuscan’以外のカラムナータイプの品
種・選抜系統からこの DNA マーカーが検出できないとされている報告が多い








び SSR マーカーCH03d11 と Hi01a03 では，カラムナータイプの選抜系統である
5-263 を交雑親とした集団から DNA マーカーを用いて選抜を行うことができな
いと考えられた．すなわち，5-263 において CH03d11 による対立遺伝子型は 118 
bp のホモ型であり，Hi01a03 による対立遺伝子型も 174 bp のホモ型であったの
で，Co と相引に連鎖する対立遺伝子が識別できないと判断された．さらに，
SCAR682 による 682 bp の増幅産物も検出されなかったので，5-263 を交雑親と
する交雑実生集団において DNA マーカーを用いた選抜を行うためには，Coの




第 2-1 図．カラムナータイプと通常型のリンゴ樹の形態． 
開花期の（A）カラムナータイプの樹（21 年生），（B）通常型の樹
（20 年生）． 























2 年生 / JM1 接ぎ木苗 68 38 30 0.332 
      
ふじ × 
8H-9-45 
5 年生 / 自根苗 55 8 47 0.000y 
      
ふじ × 
Tuscan 
1 年生 / 自根苗 64 －x － － 
z カラムナータイプの交雑親（Co/co）に下線を付して示す． 
yχ2 検定において 1:1 の分離比に 1 %水準で適合しないことを示す． 
x－は 1 年生の実生苗なので表現型の判定がなされなかったことを示す． 
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来歴または交雑組合せ SCAR682 CH03d11 Hi01a03 
Wijcik McIntosh の枝変わり + 126 bp/177 bpy 167/174 
McIntosh  偶発実生 + 126/177 167/174 
Tuscan Wijcik × Greensleeves + 118/177 174/211 
Trajan Golden Delicious × Wijcik + 118/177 174/211 




















 + 118/177 174/211 

























 + 118/177 174/211 
8H-9-1 Wijcik × Alkmene + 118/177 174/211 
8H-9-45 不明 + 118/177 174/211 
8H-12-50 不明 + 118/177 174/211 
8C-7-20 Wijcik × Empire
z
 + 177/177 174/174 
8C-7-42 Wijcik × Empire
z
 + 118/177 174/211 
8C-9-111 Wijcik × Cox's Orange Pippin + 177/177 174/211 
8C-14-8 8N-24-59
z
 × Wijcik + 177/177 174/174 
8S-60-74 不明 + 118/177 174/211 
5-128 8H-1-14 の放任授粉 + 122/177 174/174 
5-263 8H-6-4 の放任授粉 － 118/118 174/174 
5-296 8H-6-4 の放任授粉 + 118/177 174/187 
5-305 8H-6-4 の放任授粉 + 122/177 174/211 
5-306 8H-6-4 の放任授粉 + 118/177 174/211 
5-375 8H-12-50 の放任授粉 + 122/177 174/187 
5-400 8H-6-5 の放任授粉 + 177/177 174/174 
5-8246 TSR29T219 × 8H-9-1 + 114/177 174/190 
5-12786 ふじ × 8H-2-26 + 118/177 174/187 
z






第 2-3 表．SCAR マーカーSCAR682 と 2 種類の SSR マーカーCH03d11，Hi01a03
を用いて，通常型の品種とカラムナータイプの選抜系統との交雑で育
成された 18交雑組合せのF1集団から選抜されたカラムナータイプを




SCAR682 CH03d11 Hi01a03 
あり 
/なし 
177 bp あり 
/177 bp なし 
174 bp あり 
/174 bp なし 
Jonathan × 8H-2-26
z
 9 9/0 9/0 9/0 
ふじ × 8H-2-26 15 15/0 15/0 15/0 
千秋 × 8H-2-26 7 7/0 7/0 7/0 
Golden Delicious × 8H-6-4 5 5/0 5/0 4/1 
Jonathan × 8H-6-4 5 5/0 5/0 5/0 
千秋 × 8H-6-4 19 19/0 19/0 19/0 
さんさ × 8H-6-4 14 14/0 14/0 14/0 
ふじ × 8H-6-5 7 7/0 7/0 7/0 
Jonathan × 8H-7-15 5 5/0 5/0 5/0 
ふじ × 8H-7-15 9 8/1 9/0 8/1 
千秋 × 8H-7-15 6 6/0 6/0 5/1 
さんさ × 8H-7-15 11 11/0 11/0 11/0 
Golden Delicious × 8H-9-1 16 16/0 16/0 16/0 
ふじ× 8H-9-1 10 10/0 10/0 9/1 
Golden Delicious × 8S-60-74 6 6/0 6/0 5/1 
Jonathan × 8S-60-74 7 6/1 7/0 7/0 
Ralls Janet × 8S-60-74 2 2/0 2/0 2/0 















第 2-2 図．カラムナータイプの選抜系統 5-12786，選抜系統 8H-9-45，‘Tuscan’
における第 10 連鎖群（LG 10）の連鎖地図． 
（A）‘ふじ’×5-12786 の F1 集団（68 個体）を用いて構築された 5-12786
の連鎖地図． 


















































第 2-3 図．カラムナータイプの選抜系統 5-263 の来歴から推測された，世代の
推移に伴う第 10 連鎖群のカラムナー性を示す原因遺伝子 Coの近傍
における対立遺伝子型の変化． 







CH02a10 0.0 195 173 195 167 167 161
SCAR682 6.0 ＋ － ＋ － － －
CH03d11 6.0 177 126 177 118 118 118
Co 7.4 Co co Co co Co co
Hi01a03 15.0 174 167 174 211 174 174
SCAR216 19.7 ＋ － － － － －












第２節．カラムナー性個体を早期に選抜するための DNA マーカーの開発 
 






る．しかしながら，前節で得られた 2 種類の SSR マーカー（CH03d11，Hi01a03）
と Coの間には一定の遺伝距離があるので，選抜に用いる DNA マーカーとして
は，より近傍に連鎖して，かつカラムナータイプを示す個体を識別しやすい
DNA マーカーの開発が求められる． 
最近，‘Golden Delicious’のゲノム情報がウェブサイト「Genome Database for 








et al., 2012a; Khan et al., 2012; Xu et al., 2012）． 
そこで本節においては，カラムナータイプの実生個体を早期に選抜すること
が可能な DNA マーカーを開発することとした．まず初めに，公開リンゴゲノ
ム情報を利用して既知の 2 種類の SSR マーカー（CH03d11，Hi01a03）間の領









統を交雑して育成された 31 交雑組合せの F1 集団の 1,000 個体を供試した（第
2-4 表）．このうち，集団 1～20 の F1 集団には前節と共通の材料を用いた．な
お，前節で用いた‘ふじ’×‘Tuscan’の F1 集団（64 個体）は表現型が未評
価であったので，高解像度マッピングには供試しなかった．また，前節で用い
た集団 1～20 に加えて，集団 21～31 として，通常型の品種とカラムナータイプ
の選抜系統との交雑によって得られた 11 交雑組合せの F1 集団から育成された
707 個体を追加して供試した．集団 21（6-837×5-8246）は，実験に供試するま
で無選抜の状態で養成されていた集団である．集団 22～26 は，自根苗が 1 年生
であった時点でカラムナータイプ様の樹形を示していた個体である．集団 27～




ならい，Hemmat et al.（1997）の方法を用いた．‘ふじ’×8H-9-45（集団 2，第
2-4 表）を除く全ての供試個体については，自根苗から穂木を採取して台木用
品種‘JM1’に接ぎ木し，2 年生以上に養成してから，表現型を判定した．‘ふ
じ’×8H-9-45 については，5 年生の自根苗を用いて表現型を判定した．集団 1
～25 については全個体の表現型を判定した．一方，集団 26～31 については，
後述する特定の DNA マーカー間で組換えが起きていた個体のみ，表現型を判
定した． 
２．リンゴゲノム情報を利用した DNA マーカーの開発 





ロードした塩基配列情報を用いて GDR のウェブサイト上で利用できる blastn
プログラムによって相同性検索を行い，リンゴゲノム情報の中から高い相同性
を示すコンティグ（リンゴゲノム情報を構成する塩基配列群の最小単位）を探
索した．2 種類の SSR マーカー（CH03d11，Hi01a03）と最も高いホモロジーを
示したコンティグの間から，10～80 kbp 間隔で任意のコンティグを選び，その
塩基配列から目視によって 2 bp または 3 bp 繰り返しの SSR 配列を探した．次
に，Primer3 プログラムを用いてそれらの SSR 配列を挟み込むプライマー対を
設計した． 
供試材料からのゲノム DNA 抽出，PCR および PCR 産物の電気泳動は第 1 章





らの F1 集団 126 個体から，なるべく多くの領域を同定できるように選抜した
14 個体の領域マッピングセットを用いた．領域マッピングの結果，LG 10 に座
乗した SSR マーカーは，あらためて集団 1（‘ふじ’×5-12786）を用いて構築
された選抜系統 5-12786 の連鎖地図へマッピングした． 
３．高解像度マッピング 
選抜系統 5-12786 の LG 10 の連鎖地図において，Co の最も近傍で組換えを
起こしていた個体が得られた SSR マーカーMdo.chr10.7 と Mdo.chr10.27 を用い
て，通常型の品種とカラムナータイプの選抜系統を交雑して育成された 31 交雑
組合せの F1 集団の 1,000 個体で検出される対立遺伝子を調べた．このとき，本




に Mdo.chr10.27 を用いた．カラムナータイプの交雑親に由来する染色体が SSR
マーカーMdo.chr10.7 と Mdo.chr10.27 間で組換えを起こしていると判断された
個体については，さらに SSR マーカーMdo.chr10.26 を検出した．得られた対立




色体について Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.26 間のグラフ遺伝子型を作成した． 
４．栽培品種群の祖先にあたる品種における対立遺伝子型の評価 
開発した SSR マーカーが DNA マーカー選抜に利用可能かどうか，近年育成
されている栽培品種群の祖先にあたる 7 品種（‘Delicious’，‘Golden Delicious’，
‘Jonathan’（日本名：‘紅玉’），‘Cox’s Orange Pippin’，‘McIntosh’，‘Ralls Janet’
（日本名：‘国光’），‘印度’）で検出される対立遺伝子を調べて検証した． 
５．連鎖解析 
上記の実験を行って得られた DNA マーカーの連鎖解析には JoinMap 4 ソフ
トウェア（Kyazma B. V.）を用い，シュードテストクロス法および Kosambi の
地図関数を用いて連鎖地図を構築した．連鎖群を決めるための最小 LOD 値に




集団 1～25 の 634 個体について表現型を判定したところ，167 個体がカラム
ナータイプ，467個体が通常型と判定された（第2-4表）．集団21（6-837×5-8246）
の種子親である 6-837 は‘Red Jade’に由来するしだれ性の個体である．カラム
ナータイプの個体としだれ型の個体を交雑すると，両者の中間的な表現型を示






の判定に支障はないものと判断した．集団 26～31 の 366 個体のうち，組換え型




性を示すコンティグがリンゴゲノムの第 10 染色体（連鎖地図の LG 10 と対応
する染色体）に見いだされた（第 2-5 表）．これらのコンティグの位置情報は連




し，新規 SSR マーカーとした（第 2-6 表）．設計した SSR マーカーを領域マッ
ピングした結果，28 種類のうち，Mdo.chr10.10 を除く 27 種類から増幅産物が
得られ，このうち 22 種類はマッピング可能な多型を示した．22 種類のうち 19
種類は，LG 10 において Coが座乗する領域と相同な領域にマッピングされた．
一方，Mdo.chr10.19 と Mdo.chr10.20 は LG 17 に，Mdo.chr10.21 は LG 3 にマッ
ピングされた．そこで，LG 10 にマッピングされた 19 種類の SSR マーカーに
ついて，選抜系統 5-12786 の連鎖地図へのマッピングを試みた（第 2-4 図）．そ
の結果，19 種類のうち 4 種類（Mdo.chr10.2，Mdo.chr10.4，Mdo.chr10.8，
Mdo.chr10.13）においては，選抜系統 5-12786 の連鎖地図にマッピングできる多
型を示さなかった．また，Mdo.chr10.3 と Mdo.chr10.25 については増幅が安定
しなかった．そこで，これら 6 種類の SSR マーカーを除く 13 種類の SSR マー
カーを用いて連鎖解析を行い，連鎖地図を構築した．その結果，8 種類の SSR
マーカー（Mdo.chr10.9，Mdo.chr10.11，Mdo.chr10.12，Mdo.chr10.14，Mdo.chr10.15，
Mdo.chr10.16，Mdo.chr10.34，Mdo.chr10.23）は Coと 0 cM で連鎖していた．3
48 
 
種類の SSR マーカー（Mdo.chr10.1，Mdo.chr10.6，Mdo.chr10.7）は CH03d11 と
0 cM で連鎖していた．また，2 種類の SSR マーカー（Mdo.chr10.26，Mdo.chr10.27）




えを起こしていると判断された個体，すなわち Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.26 間
でカラムナータイプの交雑親に由来する染色体が組換えを起こしていた個体
（組換え型個体）を選抜して用いた．F1 集団から組換え型個体を探索した結果，
組換え型個体は 1,000 個体中に 22 個体（2.2 %）認められた（第 2-4 表，第 2-5
図）．選抜系統 5-263 においても，‘Wijcik’に由来する典型的な Coに相引に連
鎖する対立遺伝子が検出されたので，後代集団から組換え型個体が識別され，
5-263 を交雑親とする集団 22～25 においては 4 個体の組換え型個体が認められ
た．22 個体のうち 11 個体は Mdo.chr10.7 と Co の間，残りの 11 個体が
Mdo.chr10.26 と Coの間で組換えを起こしていた． 
次に，Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.26 間に座乗する 12 種類の SSR マーカーを
用いて，組換え型個体で検出される対立遺伝子を調べた（第 2-5 図）．Mdo.chr10.8




れたので，Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.26 間における 22 個体のグラフ遺伝子型が
得られた（第 2-5 図）．グラフ遺伝子型と表現型を比較したところ，Mdo.chr10.12，
Mdo.chr10.13，Mdo.chr10.14 が Coと 0 cM で連鎖していた．Coの最も近傍で組
換えが起きていた 3 個体（7-4121，7-4189，WxC-9）の対立遺伝子型から，Co
が座乗すると考えられる候補領域はMdo.chr10.11とMdo.chr10.15の間に絞り込







種（‘Delicious’，‘Golden Delicious’，‘Jonathan’，‘Cox’s Orange Pippin’，
‘McIntosh’，‘Ralls Janet’，‘印度’）で検出される対立遺伝子を調べた（第 2-7
表）．その結果，‘McIntosh’は 3 種類の SSR マーカー全てで‘Wijcik’と同じ
対立遺伝子型を示した．Mdo.chr10.12 と Mdo.chr10.14 において Co と相引に連
鎖する対立遺伝子は 311 bp と 138 bp であり，同じ増幅長の対立遺伝子は
‘McIntosh’と‘Wijcik’のみで検出された．一方，Mdo.chr10.13 では，Co と
相引に連鎖する 123 bp の対立遺伝子と同じ増幅長の対立遺伝子が‘Delicious’，
‘Jonathan’，‘Cox’s Orange Pippin’でも検出された． 
 
考 察 
‘Golden Delicious’のゲノム情報を利用して，CH03d11 と Hi01a03 の間から
28 種類（第 2-6 表）の SSR マーカーを設計し，そのうち 27 種類から増幅産物
が得られた．このことは‘Golden Delicious’のゲノム情報に含まれる塩基配列
が SSR マーカーなどの DNA マーカーの設計に有用であることを示す．しかし
ながら，ゲノム情報に付随する位置情報には若干の疑問があると考えられた．
たとえば，いずれかの連鎖群にマッピングできた 22 種類の SSR マーカーのう
ち，3 種類（Mdo.chr10.19，Mdo.chr10.20，Mdo.chr10.21）は設計した連鎖群（LG 
10）とは異なる連鎖群（LG 3 または LG 17）にマッピングされたので，これら
3 種類の SSR マーカーを設計したコンティグに付与されている位置情報が誤っ
ている可能性を示唆している． 
シュードテストクロス法による連鎖解析の結果，13 種類の SSR マーカーが










また，Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.26 間の物理距離は‘Golden Delicious’のゲノ
ム情報に換算して 1,116 kbp であり，この間で得られた組換え型個体は 22 個体
であるので，この領域では約 50 kbp ごとに 1回の組換えが起きた計算になるが，
実際に組換えが起きた領域の分布は均等でなかった（第 2-5 図）．たとえば，
Mdo.chr10.7 と Mdo.chr10.8 間は組換えが起きやすい「ホットスポット」と考え
られ，54 kbp の物理距離の間で 5 個体が組換えを起こしていた．一方，
Mdo.chr10.8 と Mdo.chr10.11 間，および Mdo.chr10.12 と Mdo.chr10.14 間は組換




た 3 個体（7-4121，7-4189，WxC-9）によって同定され，Mdo.chr10.11 と




（Bai et al., 2012b; Baldi et al., 2012）．一方で，リンゴにおいてはこれまでに，病
害虫抵抗性（Patocchi et al., 1999; Cevik・King, 2002; Galli et al., 2010; Parravicini et 








実際に DNA マーカー選抜を行う際には，DNA マーカーと目的の遺伝子が強
く連鎖していることに加えて，DNA マーカーで識別される目的の対立遺伝子が
育種素材中で特異的に識別できることも重要である（田中, 2006）．Mdo.chr10.12




ら，Mdo.chr10.12 と Mdo.chr10.14 はカラムナータイプの個体を早期に選抜する
ための DNA マーカーとして有用であると判断された．しかし，‘McIntosh’の

















個体 x 通常型 ｶﾗﾑﾅｰﾀｲﾌﾟ 
1 ふじ × 5-12786 68 38 30 4 
2 ふじ × 8H-9-45 55 8 47 1 
3 Jonathan × 8H-2-26 9 0 9 0 
4 ふじ × 8H-2-26 15 0 15 0 
5 千秋 × 8H-2-26 7 0 7 0 
6 Golden Delicious × 8H-6-4 5 0 5 1 
7 Jonathan × 8H-6-4 5 0 5 0 
8 千秋 × 8H-6-4 19 0 19 0 
9 さんさ × 8H-6-4 14 0 14 0 
10 ふじ × 8H-6-5 7 0 7 0 
11 Jonathan × 8H-7-15 5 0 5 0 
12 ふじ × 8H-7-15 9 0 9 0 
13 千秋 × 8H-7-15 6 0 6 0 
14 さんさ × 8H-7-15 11 0 11 0 
15 Golden Delicious × 8H-9-1 16 0 16 0 
16 ふじ × 8H-9-1 10 0 10 0 
17 Golden Delicious × 8S-60-74 6 0 6 1 
18 Jonathan × 8S-60-74 7 0 7 0 
19 Ralls Janet × 8S-60-74 2 0 2 0 
20 千秋 × 8S-60-74 17 0 17 0 
21 6-837 × 5-8246 100 54 46 2 
22 ふじ × 5-263 68 26 42 3 
23 Golden Delicious × 5-263 59 15 44 1 
24 はつあき × 5-263 68 14 54 0 
25 さんさ × 5-263 46 12 34 0 
 小計 634 167 467 13 
26 シナノスイート × 5-13097 82 -w - 0 
27 ふじ × 5-8246 19 - - 0 
28 つがる × 5-8246 12 - - 0 
29 さんさ × 5-12786 142 - - 6 
30 秋映 × 5-13097 63 - - 2 
31 新世界 × 5-13097 48 - - 1 
  合計 1000     22 
z集団番号 1-20 は第 1 節で用いた材料と同一． 
yカラムナータイプの交雑親に下線を付して示す． 
x





第 2-5 表．リンゴゲノム情報に対する blastn による相同性検索． 
DNA 
マーカー 
Apple genome v1.0 中でトップヒットした 
コンティグ / 位置情報（染色体番号：bp） E-value 
SCAR682
z
 MDC011771.458 / chr10:17,535,637–17,544,447 0 
CH03d11 MDC015757.243 / chr10:18,197,057–18,229,728 1.00E-130 





第 2-6 表．リンゴゲノム情報から開発された新規 SSR マーカー． 
SSR 
マーカー 
開発に用いた ﾘﾝｺﾞｹﾞﾉﾑ chr10 中の 
反復配列 
マッピング 
コンティグ SSR の位置（bp） された連鎖群 
Mdo.chr10.1 MDC017675.49 18,247,223 (ct)4t(ct)14 LG 10 
Mdo.chr10.2 MDC010376.277 18,313,048 (tg)12 LG 10 
Mdo.chr10.3 MDC018604.401 18,366,301 (ta)8 LG 10 
Mdo.chr10.4 MDC010659.331 18,456,195 (ct)6ttctg 
(tc)10 
LG 10 
Mdo.chr10.5 MDC004247.204 18,466,065 (ct)5at(ct)5 不明 z 
Mdo.chr10.6 MDC004247.202 18,524,586 (ta)12 LG 10 
Mdo.chr10.7 MDC035953.13 18,567,822 (tc)29 LG 10 
Mdo.chr10.8 MDC002260.360 18,622,443 (ta)11 LG 10 
Mdo.chr10.9 MDC038765.9 18,665,537 (at)20 LG 10 
Mdo.chr10.10 MDC008980.251 18,719,173 (ta)14 増幅無し 
Mdo.chr10.11 MDC010450.949 18,766,185 (ta)13 LG 10 
Mdo.chr10.12 MDC009292.256 18,797,464 (tc)16 LG 10 
Mdo.chr10.13 MDC008849.307 18,836,789 (ta)5tt(ta)5 LG 10 
Mdo.chr10.14 MDC004959.251 18,898,144 (ta)13 LG 10 
Mdo.chr10.15 MDC027247.53 18,961,535 (ca)11g(ca)12 
(ta)6(ga)8 
LG 10 
Mdo.chr10.16 MDC018470.84 19,013,189 (ta)11 LG 10 
Mdo.chr10.17 MDC005612.328 19,090,559 (tcaa)3 不明 z 
Mdo.chr10.18 MDC007196.123 19,185,439 (ttc)6 不明 
Mdo.chr10.19 MDC037848.9 19,247,391 (ca)5ta(taa)11 LG 17 
Mdo.chr10.20 MDC019509.316 19,291,384 (ga)6(ta)16 
(tg)10 
LG 17 
Mdo.chr10.21 MDC007118.292 19,369,566 (ta)14gagat 
(ag)12 
LG 3 
Mdo.chr10.22 MDC007100.297 19,427,303 (ga)9 不明 z 
Mdo.chr10.34 MDC020397.150 19,442,789 (at)12 LG 10 
Mdo.chr10.23 MDC006530.429  (ga)8 LG 10 
Mdo.chr10.24 MDC000928.226 19,545,250 (at)15 不明 z 
Mdo.chr10.25 MDC006536.318 19,608,174 (at)13 LG 10 
Mdo.chr10.26 MDC006536.318 19,684,274 (at)9 LG 10 
Mdo.chr10.27 MDC007223.300 19,765,072 (at)16 LG 10 




第 2-4 図．カラムナータイプの選抜系統 5-12786 における第 10 連鎖群（LG 10）
の連鎖地図． 
植物材料には‘ふじ’に選抜系統 5-12786 を交雑して得られた F1 集
団（68 個体）を用いた． 
カラムナー性を示す原因遺伝子 Coを太字で示す． 
































第 2-5 図．第 10 連鎖群の SSR マーカーMdo.chr10.7（18,568 kbp）と Mdo.chr10.26
（19,684 kbp）の間の領域で組換えを起こしていた 22 個体における，
カラムナータイプの交雑親に由来する染色体のグラフ遺伝子型． 
集団番号は第 2-4 表を参照． 
数直線上の◆はリンゴゲノム配列上に SSR マーカーを開発した位置
を示す．  





















































































































































































































































Mdo.chr10.12 Mdo.chr10.13 Mdo.chr10.14 
Wijcik
z
 309 bp/311 bp
y
 123/123 84/138 
McIntosh（旭） 309/311 123/123 84/138 
Delicious 291/299 119/123 84/110 
Golden Delicious 297/299 119/119 110/110 
Jonathan（紅玉） 291/291 123/123 84/84 
Cox's Orange Pippin 299/313 119/123 110/131 
Ralls Janet（国光） 299/299 119/119 110/110 














菌は細菌学的な性質に基づいて 3 種類の biovar（生理型）に分けられており，リ
























知られているうえ（Schroth et al., 1971），有用微生物も死滅するという問題が生



















これまでブドウ属（Vitis spp.），サクラ属（Prunus spp.），およびポプラ属（Populus 
spp.）などの木本植物において，根頭がんしゅ病に抵抗性を示す品種や野生種を
探索する試みがなされ，野生種の中に抵抗性を示す種が存在することが知られ
ている（Beneddra et al., 1996; Bliss et al., 1999; Mahmoodzadeh et al., 2004; Stover et 
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al., 1997; Szegedi et al., 1984）．その中で，根頭がんしゅ病抵抗性の遺伝様式につ
いて，ブドウでは単一の遺伝子，アンズでは複数の遺伝子が関与していること
























ツバカイドウ（M. sieboldii）の‘サナシ 63’，また，セイヨウリンゴ（M. × 
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domestica）として‘Golden Delicious’を供試した（第 3-1 表）．また，‘JM7’と
‘サナシ 63’を交雑して得られた F1 集団の 119 個体を根頭がんしゅ病抵抗性の
遺伝性の検定に供試した． 
接種源の根頭がんしゅ病菌として，2 種類（Peach CG8331 株と ARAT-001 株）
を供試した．Peach CG8331 株は biovar 2 に属し，山形県においてモモの罹病樹
から単離された菌株である．ARAT-001 株は biovar 1 に属し，青森県においてリ









品種あたり 3 本の接ぎ木苗を養成した（第 3-1 図）．接ぎ木苗の穂木から 3 本の
新梢を発生させて，ほとんどの新梢が 30 cm 以上に成長したところで，根頭が
んしゅ病菌を新梢の節間に接種した（第 3-1 図）．1 本の接ぎ木苗に対して，液
体培地で培養した複数の菌株を接種した．接種後の苗はガラス室内で栽培した． 
Peach CG8331 株と ARAT-001 株のグリセロールストックを 3 ml の YP 培地で
前培養した後，100 ml の YP 培地中で激しく振とうしながら 28°C で 2 日間培養
し，その後回収した菌懸濁液を接種に用いた．接種と平行して dilution plate 
technique（Baker et al., 2006）によって菌濃度を求めた．2005 年は，適切な接種
濃度を検討することを目的として，Peach CG8331 株を供試し，菌濃度を 107 
cfu/ml および 109 cfu/ml に調整して接種した．2006 年は異なる菌株を接種した際
の抵抗性を比較することを目的として，109 cfu/ml の菌濃度に調整した Peach 
CG8331 株および ARAT-001 株を用いて接種した．これらの菌懸濁液を滅菌注射
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針（0.55 × 25 mm, テルモ（株））を取り付けたディスポーザブル注射筒（1 ml, 
テルモ（株））に充填して，新梢の節間に注射針を刺して，1 滴分（約 6 µl）の
菌懸濁液を接種した．対照として，滅菌水を接種した． 
３．‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の新梢（地上部）に対する根頭がんしゅ
病菌の接種方法（試験 2） 
根頭がんしゅ病抵抗性の遺伝性を検定する目的で，‘JM7’×‘サナシ 63’の
F1 集団から接ぎ木に用いる穂木を採取した．これらの穂木を用いて，試験 1 と
同様の方法で，1 個体あたり 3 本の接ぎ木苗を養成した．試験 1 と同じように，
2005 年は適切な接種濃度を検討することを目的として，Peach CG8331 株を供試
し，菌濃度を 107 cfu/ml および 109 cfu/ml に調整して接種した．2006 年は異なる
菌株を接種した際の抵抗性を比較することを目的として，109 cfu/ml の菌濃度に
調整した Peach CG8331 株および ARAT-001 株を用いて接種した．新梢に対する
接種操作は試験 1 と同様に行った． 
４．‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の挿し木苗基部（地下部）に対する根頭
がんしゅ病菌の接種方法（試験 3） 
接種方法の違いによるがんしゅ形成率の違いを調べる目的で，2006 年に，
‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の実生苗から，挿し木によって繁殖させるこ




本から 28 本（平均 13.5 本）の挿し木苗を養成した．得られた挿し木苗の基部に，
以下の要領で根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株を接種した． 
Peach CG8331 株のグリセロールストックを 3 ml の YP 培地で前培養した後，
2リットルのYP培地で激しく振とうしながら，28°Cで 2日間培養した．その後，




験 1 の方法と同様に dilution plate technique（Baker et al., 2006）により求めた．挿


















ナシ 63’の F1 集団（試験 2）を接ぎ木苗の穂木として育てた苗から発生した新
梢(地上部）に対して菌濃度 107 cfu/ml の根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株を接
種したところ，供試した材料の 90 %以上でがんしゅ形成率が 0.2 よりも低い値
であった（データ省略）．一方，Peach CG8331 株を 109 cfu/ml で接種した場合，
がんしゅ形成率は 0 から 1 まで分離し，明確な違いが見られた（第 3-1 表，第
3-3 図）．対照として滅菌水を接種した部位には，がんしゅが形成されなかった
（データ省略）．この結果から，根頭がんしゅ病菌の接種検定を行う際の菌濃度





接ぎ木苗の穂木として育てた苗木の新梢（地上部）に対して 109 cfu/ml の Peach 
CG8331 株を接種した結果，ミツバカイドウ‘サナシ 63’は，がんしゅ形成率が
0 であり，抵抗性を示した（第 3-1 表）．その他の台木用品種と野生種はがんし
ゅの形成が見られ，その形成率は‘リンキ（青り試）’で 0.18，‘ナガサキズミ’
で 0.27，‘ニッコウズミ’で 0.13 と，中程度の抵抗性を示した．その他の品種
（‘JM1’，‘JM5’，‘JM7’，‘M. 9’，‘M. 27’，‘G. 65’，‘リンキ’，‘リンキ（北




 cfu/ml の ARAT-001 株を接種した結果，‘G. 65’と‘サナシ 63’のがんし
ゅ形成率は 0.19 であり，中程度抵抗性を示した．その他の台木用品種と野生種
のがんしゅ形成率は 0.47～1.0 と，罹病性を示した（第 3-1 表）．中でも‘JM5’，
‘Mo 84a’，‘盛岡セイシ’はいずれも 0.96 以上の極めて高いがんしゅ形成率を
示した． 
３．‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の新梢（地上部）に根頭がんしゅ病菌を
接種したときの抵抗性反応（試験 2） 
‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の 119 個体を，接ぎ木苗の穂木として育て
た苗から発生した新梢（地上部）に Peach CG8331 株（109 cfu/ml），および
ARAT-001 株（109 cfu/ml）を接種したところ，がんしゅ形成率は 0 から 1.0 まで
分離した（第 3-3 図）．Peach CG8331 株の接種に対しては，両親それぞれのがん
しゅ形成率を分布の中心とした 2 群に分離する傾向が認められた．ARAT-001 株
の接種に対しては，0 から 1 までの連続的な分布を示した．全くがんしゅを形成
せず（がんしゅ形成率が 0），抵抗性と判断された個体は，Peach CG8331 株に対
して 19 個体（15.9 %），および ARAT-001 株に対し 5 個体（4.2 %）であった．
このうちの 2 個体（No.32，43）は，両菌株に対してがんしゅを形成しなかった． 




‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団から選抜した挿し木繁殖が可能な 21 個体
において，挿し木苗基部（地下部）に Peach CG8331 株（109 cfu/ml）を接種した
ところ，がんしゅ形成率は 0 から 0.47 まで分離した（第 3-4 図）．同一個体の地










‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団から選抜した 21 個体の接ぎ木苗の新梢（地
























‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団に対して，Peach CG8331 株を接種したと
ころ，‘サナシ 63’並みの抵抗性を示す個体が多数得られた（第 3-3 図 A）ので，
‘サナシ 63’の持つ抵抗性は後代に遺伝すると考えられた．F1 集団の 119 個体
において，Peach CG8331 株の接種による抵抗性程度の分離は，抵抗性と中程度
抵抗性を合計した個体数が 61 個体，罹病性が 58 個体であった．χ2 検定の結果，








ドウの根頭がんしゅ病菌 biovar 3 に対する抵抗性は単一の遺伝子で制御され，抵
抗性が罹病性に対して優性に遺伝することが知られており（Szegedi・Kozma, 




（Crown gall）とすると，‘サナシ 63’の遺伝子型は Cg/cgであり，‘JM7’は cg/cg
であると推定された． 
一方，ARAT-001 株の接種に対して，‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団にみら
れたがんしゅ形成率は，0 から 1 まで連続的な分布を示し，抵抗性もしくは中程











株と ARAT-001 株）によるがんしゅ形成率． 
穂木とした品種 来歴 






JM1 盛岡セイシ × M. 9 0.44 0.47 
JM5 盛岡セイシ × M. 9 0.40 1.00 
JM7 盛岡セイシ × M. 9 0.67 0.72 





M. 27  M. 13 × M. 9 0.67 0.67 
G. 65 M. 27 × Beauty 0.75 0.19 
ワリンゴ（野生種） 



















































1 つの品種または F1 集団の 1 個体あたり，接ぎ木苗を 3 本作成した． 
穂木には台木用品種または野生種（試験 1）および台木用品種‘JM7’
とミツバカイドウ‘サナシ 63’を交雑して得られた F1 個体（試験 2）
を供試した． 




































第 3-2 図．抵抗性を検定する台木用品種と野生種，および F1 個体を接ぎ木苗の
穂木として育てた苗木から発生した新梢（地上部）に対して根頭がん
しゅ病菌を接種した状態．  
（A）接種 90 日後にがんしゅが形成されなかった状態． 





第 3-3 図．台木用品種‘JM7’とミツバカイドウ‘サナシ 63’を交雑して得られ
た F1 集団を接ぎ木苗の穂木として育てた苗木から発生した新梢（地
上部）における根頭がんしゅ病菌（Peach CG8331 株と ARAT-001 株）
によるがんしゅ形成率． 
（A）Peach CG8331 株（109 cfu/ml）によるがんしゅ形成率（2 年間の
平均値）． 































第 3-4 図．根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株による新梢（地上部）のがんしゅ
形成率と挿し木苗基部（地下部）のがんしゅ形成率との関係． 
植物材料には，台木用品種‘JM7’とミツバカイドウ‘サナシ 63’を














































る連鎖群は不明であり，Cg に連鎖する DNA マーカーも得られていない．そこ
で，本節においては，ゲノムスキャニングアプローチ（GSA）を適用して，Cg







１．‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団における根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331
株に対する抵抗性の判定 
本節の実験を行う際の，‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団における Peach CG8331
株に対する抵抗性の判定には，前節で得られた試験 2 の結果を利用した．具体
的には，前節の試験 2（‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の新梢（地上部）に対
して根頭がんしゅ病菌を接種した試験）のうち，2005 年と 2006 年に 109 cfu/ml
の Peach CG8331 株を接種した際に示したがんしゅ形成率（第 3-3 図 A）を用い
て Peach CG8331 株に対する抵抗性を判定した．本節においては，抵抗性の判定
基準を前節から一部改変し，がんしゅ形成率が 0.3 以下の個体は抵抗性，0.3 よ
り大きい個体を罹病性とする 2 段階で判定を行った． 
２．GSA による Cgが座乗する連鎖群の同定 
各個体のゲノム DNA は第 1 章の方法に準じて抽出した．Cg が座乗する連鎖
群を定める目的で，GSA による解析を行った．GSA の第一段階の解析として，
リンゴの飽和標準連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）に含まれる 17 個の
連鎖群をそれぞれ上部，中部，下部の 3 カ所，もしくは上部と下部の 2 カ所に
大別し，そこに座乗する SSR マーカーを用いて，‘JM7’と‘サナシ 63’，およ
び‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の 119 個体から任意に選択した抵抗性の 22
個体における対立遺伝子を検出した（第 3-2 表）．ある SSR マーカーについて，
抵抗性の 22 個体における‘サナシ 63’に由来する対立遺伝子の分離比が 1:1 に
適合しなかった場合（χ2 検定；P < 0.05），その SSR マーカーを用いて GSA の
第二段階の解析を行った．GSA の第二段階の解析では，対象とした SSR マーカ
ーを用いて F1 集団の全 119 個体において対立遺伝子を検出し，SSR マーカーと
Cgとが連鎖しているかどうか，連鎖解析によって調べた．実験に用いた SSR マ
ーカーの PCR，および検出は第 1 章に準じて行った． 




（Celton et al., 2009b; Fernandez-Fernandez et al., 2008; Liebhard et al., 2002; 
Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Yamamoto et al., 2007）に座乗する SSR マーカー
（第 3-3 表）を追加した． 
４．Cgの近傍に連鎖する SSR マーカーを用いて台木用品種・野生種で検出され
る対立遺伝子型の評価 
既知の SSR マーカーが追加された‘サナシ 63’の連鎖地図に座乗していた
SSR マーカーの中から，抵抗性の実生個体を選抜するための SSR マーカーを選
定することを目的として，Cgの近傍に座乗していた SSR マーカーを用いて，リ
ンゴの台木用品種（‘JM1’，‘JM5’，‘JM7’，‘M. 9’，‘M. 26’，‘M. 27’，‘G. 65’）
および台木として用いられている野生種（‘Mo 84a’，‘盛岡セイシ’，‘サナシ 63’）
で検出される対立遺伝子を調査した（第 3-4 表）． 
５．連鎖解析および QTL 解析 
実験を行って得られた DNA マーカーのデータの連鎖解析，および連鎖地図の
構築には JoinMap 4 ソフトウェア（Kyazma B. V.）を用いた．シュードテストク
ロス法，および Kosambi の地図関数を用いて連鎖解析を行った．連鎖群を決め
るための最小 LOD 値には 10 を採用した． 
各個体のがんしゅ形成率の値を逆正弦変換した後，この値について MapQTL 6
ソフトウェア（Kyazma B. V.）を用いて QTL 解析を行った．初めに，インター
バルマッピング法によって予備解析を行ったのち，得られた LOD 値のピークに
最も近傍の DNA マーカーを co-factor に設定して，MQM マッピング法
（multiple-QTL models：QTL 解析の 1 手法であり，複数の QTL を検出する能力
が高いという特徴がある．）によって再解析した．QTL の有意性を判定する閾値




１．GSA による Cgが座乗する連鎖群の同定 
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GSA の第一段階の解析において，各連鎖群あたり 2～8 種類を選抜した 71 種
類の SSR マーカーを供試したところ，各連鎖群に 2 ないし 3 種類，合計して 41
種類の SSR マーカーにおいて，‘サナシ 63’の対立遺伝子が多型を示した（第
3-2 表）．多型を示した 41 種類のうちの 8 種類（Hi02c07，CH03d10，CH05e03，
Hi03a10，CH04e05，CH03d11，CH02d11，CH03b10）において，‘サナシ 63’に
由来する対立遺伝子の分離がχ2 検定の有意水準 5 %で 1:1 の分離比に適合しな
かった．これら 8 種類の SSR マーカーが座乗していた連鎖群は LG 1，2，7，10，
15 であった．次に，これら 8 種類の SSR マーカーを用いて GSA の第二段階の
解析を行ったところ，LG 2 の CH03d10 と CH05e03 において，Cgとそれぞれの
SSR マーカーとの組換え価は 0.202 と 0.252 であったので，Cg とこれらの SSR
マーカーとが約 20～25 cM の距離で連鎖しており，Cgが LG 2 に座乗している
ことが示された．その他の 6 種類の SSR マーカー（Hi02c07，Hi03a10，CH04e05，
CH03d11，CH02d11，CH03b10）と Cg の間に連鎖関係は認められなかった（デ
ータ省略）． 
２．LG 2 に対する既知の DNA マーカーの追加 
Liebhard et al.（2002），および Silfverberg-Dilworth et al.（2006）によって開発
された 18 種類の SSR マーカー（第 3-3 表）のうち，10 種類が LG 2 にマッピン
グされた（第 3-5 図 A）．同様に Celton et al.（2009b）によって開発された 7 種類
のうち 4 種類，Yamamoto et al.（2007）によって開発された 1 種類が LG 2 にマ
ッピングされた（第 3-3 表，第 3-5 図 A）．SSR マーカーCN494139-SSR
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）は‘サナシ 63’において多型が得られなかっ
たので，マッピングできなかったが，Silfverberg-Dilworth et al.（2006）の連鎖地
図を参照した際の本 SSR マーカーの座乗位置が Cg の近傍である可能性が高か
ったので，さらに解析を継続した．新たに設計したプライマー（CN493139-F: 5’- 
AAA CTG GTA CAT ACC GCT GGA -3’，および CN493139-R: 5’-GCA GGA TTT 
CTA TAA TAT CGG AAA AG -3’）を用いて得られた PCR 増幅産物を，塩基配列




検出したところ，マッピング可能な多型が得られた．増幅産物の Tsp 509I 認識
部位には SNP が存在しており，その対立遺伝子型は‘サナシ 63’では塩基“A”
と“G”のヘテロ型であり，‘JM7’では“A”のホモ型であった．このうち，‘サ
ナシ 63’の対立遺伝子“A”と Cgが相引に連鎖していた．得られた対立遺伝子
型を用いた連鎖解析の結果，構築された‘サナシ 63’の LG 2 の連鎖地図は 17
種類の DNA マーカーで構成され，全長は 58.7cM であった．SSR マーカー
NZmsEB119405（Celton et al., 2009b）は Cgと 0 cM で連鎖していた． 
３．LG 2 に対する QTL 解析 
連鎖地図が構築された LG 2 に対して，Peach CG8331 株による 2 カ年の平均
がんしゅ形成率を用いた QTL 解析を行った（第 3-5 図）．インターバルマッピン
グ法を用いた解析の結果，SSR マーカーNZmsEB119405 とほぼ同じ位置に LOD
値 47.0 の極めて大きなピークが検出された（データ省略）．次に，NZmsEB119405
を co-factor として MQM マッピング法による解析を行ったところ，インターバ
ルマッピング法を用いた解析と同様に NZmsEB119405 とほぼ同じ位置に，LOD
値 47.0 のピークが認められ，QTL の存在が確認された（第 3-5 図 B）．この QTL
のがんしゅ形成率に対する寄与率は 83.5 %であった． 
４．Cgの近傍に連鎖する SSR マーカーを用いて台木用品種・野生種で検出され
る対立遺伝子型の評価 
Cg の近傍にマッピングされた 5 種類の SSR マーカー（Hi02a07，
NZmsEB119405，AT000400-SSR，CH03b01，NZmsPal92）を用いて，台木用品種
（‘JM1’，‘JM5’，‘JM7’，‘M. 9’，‘M. 26’，‘M. 27’，‘G. 65’）および台木に
用いられている野生種（‘Mo 84a’，‘盛岡セイシ’，‘サナシ 63’）で検出される
対立遺伝子を調べた（第 3-4 表）．‘サナシ 63’以外の 9 品種は，猫塚ら（2001）
の圃場での観察（‘JM1’，‘JM7’，‘M. 26’，‘Mo 84a’）や，前節の接種試験（‘JM5’，




て，Cgと相引に連鎖している 191 bp の対立遺伝子と同じ増幅長を示す対立遺伝
子は，‘JM1’，‘JM5’，‘Mo 84a’，‘盛岡セイシ’においても検出された．一方，
‘サナシ 63’において，Cgと相反に連鎖する 200 bp の対立遺伝子と同じ増幅長
の対立遺伝子は，‘M. 27’において検出された．Cgと相引に連鎖する対立遺伝
子が特異的に識別できた SSR マーカーは，193 bp の対立遺伝子が Cg と相引に
連鎖する CH03b01，および PCR によって増幅されないヌル型の対立遺伝子が
Cgと相引に連鎖する NZmsPal92 であった． 
 
考 察 
GSA による解析の結果，Cgが座乗していた‘サナシ 63’の LG 2 に対して，
既知の SSR マーカーおよび CAPS マーカーを追加したところ，Cgと 5 cM 以内
の遺伝距離に連鎖している SSR マーカーが 5 種類認められた（第 3-5 図 A）．な
かでも，SSR マーカーNZmsEB119405 は Cgと 0 cM で連鎖していたので，Cgと
極めて強く連鎖すると考えられた．SSR マーカーCN493139-SSR は，SSR マーカ




CN493139-CAPS は，座乗すると期待された Hi02a07 と AT000400-SSR 間にはマ
ッピングされなかった（第 3-5 図 A）．Silfverberg-Dilworth et al. （2006）の報告
の後に，CN493139-SSR は LG 2 中の異なる位置にある 2 つの遺伝子座と LG 5
にある 1 つの遺伝子座を合計した 3 つの遺伝子座にマッピングされている
（Patocchi et al., 2009）．これらのことから，本節の実験において，CN493139-CAPS
で得られた遺伝子座は，目的としていた Hi02a07 と AT000400-SSR 間にある遺伝
子座ではない，別の遺伝子座が増幅されたものと推察された． 






3-5 図 B）ところ，Cgとほぼ同じ位置に検出された QTL の寄与率は 83.5 %と極




Cg の近傍にマッピングされた 5 種類の SSR マーカーのうち 3 種類
（NZmsEB119405，Hi02a07，AT000400-SSR）において，‘サナシ 63’で検出さ
れた Cgと相引に連鎖する対立遺伝子と同じ増幅長を示す対立遺伝子が，罹病性
品種からも検出された（第 3-4 表）．したがって，それらの品種と‘サナシ 63’
を交雑して得られた実生個体において，Cgと相引に連鎖する対立遺伝子を特異
的に識別することは困難であると考えられた．一方，SSR マーカーCH03b01 と
NZmsPal92 においては，‘サナシ 63’で検出された Cgと相引に連鎖する対立遺
伝子を罹病性品種の持つ対立遺伝子から特異的に識別することが可能であった
（第 3-4 表）．しかしながら，罹病性品種と‘サナシ 63’を交雑して得られた実
生個体に対する Cg の選抜指標として用いるためには不都合な点が認められた．





そこで，Cg と極めて強い連鎖関係にあると推定された SSR マーカー
NZmsEB119405 を用いて，‘サナシ 63’と 191 bp の対立遺伝子を共有しない品
種と，共有する品種を交雑に用いた場合を区別して，後代から根頭がんしゅ病
抵抗性遺伝子Cgを保有する実生個体を識別して選抜する方法を検討した（第3-6
図）．まず初めに，191 bp の対立遺伝子を共有しない品種（‘JM7’，‘M. 9’，‘M. 
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26’，‘M. 27’，‘G. 65’）との交雑実生集団においては，191 bp の対立遺伝子を
保有する個体を選抜することで，抵抗性個体が得られると考えられた．また，
191 bp の対立遺伝子を共有する品種（‘JM1’，‘JM5’，‘Mo 84a’，‘盛岡セイシ’）
においては，‘サナシ 63’から 200 bp が遺伝した個体を淘汰し，遺伝していな
い個体を選抜することで抵抗性個体が得られると考えられた．したがって，SSR





また，Cg は ARAT-001 株に対する抵抗性を制御していないので，ARAT-001
株に対して抵抗性を示す個体は本節で開発した方法では選抜できいと判断され
た．第 3 章第 1 節で行った接種試験の結果からは，ARAT-001 株に対する抵抗性
は，複数の遺伝子座によって決定されていると考察された．そこで，ARAT-001
株に対する抵抗性を制御する遺伝子座を同定するためには，染色体基本数と等





組み込まれるまでの第 1 の過程と，組み込まれた T-DNA が植物細胞の代謝経路
を変化させて細胞分裂が引き起こされ，がんしゅが形成される第 2 の過程の 2
つに分けられている（Escobar・Dandekar, 2003; Pacurar et al., 2011）．一方，宿主
となる植物側が根頭がんしゅ病の発病を防御する機構については，シロイヌナ
ズナ（Arabidopsis thaliana）の変異体を用いた研究がなされており，発病の防御





ることが期待される．また，Cg が座乗していたリンゴの LG 2 はリンゴの黒星
病などに対する病害抵抗性遺伝子がクラスター状に存在していることが知られ






しゅ病菌 Peach CG8331株に抵抗性を示した 22個体で検出された対立
遺伝子の分離． 









1 CH05g08 14 8 1.64 
1 Hi02c07 16 6 4.55* 
2 CH03d10 4 18 8.91** 
2 CH05e03 6 16 4.55* 
3 CH03g07 14 8 1.64 
3 MS14h03 13 9 0.73 
4 CH02h11a 11 11 0 
4 CH02c02b 12 10 0.18 
5 CH05e06 11 11 0 
5 CH04e03 11 11 0 
6 CH03d07 10 12 0.18 
6 CH05a05 11 11 0 
7 Hi03a10 20 2 14.73*** 
7 CH04e05 5 17 6.55* 
8 CH01c06 11 11 0 
8 CH02g09 10 12 0.18 
8 CH01h10 10 12 0.18 
9 NH029a 11 11 0 
9 CH05c07 10 12 0.18 
9 CH01h02 8 14 1.64 
10 CH01f12 7 15 2.91 
10 CH03d11 16 6 4.55* 
11 CH02d08 12 10 0.18 
11 CH02d12 11 11 0 
11 Hi06b06 13 9 0.73 
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第 3-2 表．（続き） 









12 CH05d04 9 13 0.73 
12 CH04g04 10 12 0.18 
12 CH03c02 12 10 0.18 
13 Hi04g05 15 7 2.91 
13 CH03a08 12 10 0.18 
14 CH01g05 14 8 1.64 
14 CH01e01 8 14 1.64 
14 CH05g11
w
 7 15 2.91 
15 CH03b06 14 8 0.2 
15 CH02d11 17 5 6.55* 
15 CH03b10 16 6 4.55* 
16 CH05c06
 w
 9 13 0.73 
16 CH05a04 12 10 0.18 
17 CH05g03 7 15 2.91 
17 CH01h01 7 15 2.91 
17 Hi07h02 12 10 0.67 
z以下の SSR マーカー（連鎖群）を用いたとき，‘サナシ 63’の対立遺伝子は多
型を示さなかった．CH03g12 (1), KA4b (1), CH-Vf1 (1), CH02f06 (2), Hi15b02 (3), 
Hi01e10p (4), CH01d03 (4), Hi04a08p (5), CH03a09 (5), Hi04d02p (5), CH03a04 (5), 
Hi04d10p (6), CH01f03 (9), Hi05e07p (9), CH02b07 (10), CH02a08 (10), 
AF057134-SSR (10), CH02a10 (10), CH02c11 (10), COL (10), CH02g12 (12), 
CH01d09 (12), CH05h05 (13), AU223486-SSR (13), CH03h03 (13), CH05f04 (13), 
CH01d08 (15), CH02c09 (15), CH04f10 (16), Hi02f12 (17)． 
y植物材料には，‘JM7’と‘サナシ 63’を交雑して得られた F1 集団から，根頭
がんしゅ病菌Peach CG8331株に抵抗性を示す22個体を任意に選択して用いた. 
xχ2 検定において有意水準があることを示す： *:0.05，**:0.01，***:0.001． 
w第 2 遺伝子座から増幅した対立遺伝子は，本解析から除外した． 
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第 3-3 表．根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株に対する抵抗性遺伝子 Cgが座乗
していた‘サナシ 63’の第 2 連鎖群に既知の SSR マーカーを追加す
る際に供試された SSR マーカー． 
SSR マーカー 参考文献 
CH02c02a Liebhard et al. (2002) 
CH02c06 Liebhard et al. (2002) 
CH02b10 Liebhard et al. (2002) 
CH02f06 Liebhard et al. (2002) 
CH03b01 Liebhard et al. (2002) 
CH03d01 Liebhard et al. (2002) 
CH03d10 Liebhard et al. (2002) 
CH04e12b Liebhard et al. (2002) 
CH05e03 Liebhard et al. (2002) 
AJ251116-SSR Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
AT000400-SSR Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
CN493139-SSR Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
CN581493-SSR Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi02a07 Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi05g12 Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi08g12 Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi22d06 Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Hi07d12 Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
NZmsPal13 Celton et al. (2009b) 
NZmsPal92 Celton et al. (2009b) 
NZmsEB149808 Celton et al. (2009b) 
NZmsEB153909 Celton et al. (2009b) 
NZmsEB106592 Celton et al. (2009b) 
NZmsEB119405 Celton et al. (2009b) 
NZmsEB107305 Celton et al. (2009b) 





第 3-5 図．根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株に対して抵抗性を示す‘サナシ 63’
における第 2 連鎖群（LG 2）の連鎖地図および QTL 解析． 




Co-factor として，NZmsEB119405 を設定した． 
●が連鎖地図上の SSR マーカーに対応する． 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































第 3-6 図．‘サナシ 63’を交雑親とする F1 集団において，SSR マーカー
NZmsEB119405 を用いて根頭がんしゅ病菌 Peach CG8331 株に対して
抵抗性を示す主働遺伝子 Cgを保有する個体を識別する方法． 
（A）NZmsEB119405 において，‘サナシ 63’と 191 bp の対立遺伝子を
共有しない品種を交雑する際の選抜方法． 
（B）NZmsEB119405 において，‘サナシ 63’と 191 bp の対立遺伝子を
共有する品種を交雑する際の選抜方法． 
NZmsEB119405 の対立遺伝子は増幅長（bp）で示す． 

















































































































易な繁殖と 1 回の接ぎ木による苗木の養成が可能になった．さらに，JM 系台木
の中でも特に‘JM7’は，M 系台木よりも果実の生産性が高く，環境適応性と耐
病虫性に優れるので，最も普及が進んでいる． 
















































と解釈する方が適切であると判断されている（Pop et al., 2011）．そこで，本章に
おいても，休眠枝挿しにおける発根性を QTL に制御される量的形質と仮定して，
QTL 解析の手法を用いて発根性に関与する QTL を同定しようとした．本章では
まず初めに，リンゴの染色体基本数である x = 17 に等しい，17 個の連鎖群で構
成される連鎖地図を構築することとした．次に，連鎖地図と休眠枝挿しの検定
結果を用いて QTL 解析を行うこととした．最後に，挿し木発根性に優れた実生







イヨウリンゴ（栽培品種群，M. × domestica）で構築されている（Maliepaard et 
al., 1998; Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Fernandez-Fernandez et al., 2008; van Dyk 
et al., 2010）．リンゴの台木用品種とリンゴ属野生種，およびそれらの種間交雑
種において構築された連鎖地図は‘M. 9’と‘Robusta 5’（Celton et al., 2009b）
のみである．また，これまでに報告されているリンゴの QTL 解析はすべて，耐
















ーカーの間の領域は，新たに開発した EST 由来の SSR マーカー（EST-SSR マー
カー）の検出，および amplified fragment length polymorphism（AFLP）分析を行





交雑によって得られた F1 集団の 120 個体を供試した．これらの材料は第 3 章で
用いたものと共通であった．各個体のゲノム DNA は第 1 章の方法に準じて抽出
した． 
２．連鎖地図の骨格となる SSR マーカーの検出 
リンゴ属（Guilford et al., 1997; Gianfranceschi et al., 1998; Liebhard et al., 2002; 
Hokanson et al., 1998; Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Fernandez-Fernandez et al., 
2008; Celton et al., 2009b; Costa et al., 2008），およびナシ属（Yamamoto et al. 
2002a,b; Sawamura et al., 2004; Nishitani et al., 2009）で開発された 275 種類の既知
の SSR マーカーを，連鎖地図の骨格とする SSR マーカーとして実験に供試した．







した 6 種類の相補的 DNA（cDNA）ライブラリーから，合計で 17,774 クローン
について 5’側から塩基配列を解析した．これらの配列から，Pregap4 ソフトウェ
アと Gap 4 ソフトウェア（Bonfield et al., 1995）を用いて，同一の遺伝子に由来
するクローンの塩基配列を 9,010 件の非冗長配列（non-redundant sequences）に整
理した．得られた非冗長配列から，Genome Database for Rosaceae（GDR: 
http://www.rosaceae.org/）のホームページ上で利用できる SSR 検索・プライマー
設計プログラムを用いて SSR を検索し，塩基配列に SSR を含む非冗長配列を抽
出した後，SSR を挟み込むプライマー対を設計した．この際，2 bp の反復配列
の場合には，5 回以上の繰り返しを含む非冗長配列を検索し，同様に，3 bp の反
復配列では 4 回以上，4 bp の反復配列では 3 回以上の繰り返しを含む非冗長配
列を検索した．2 bp，3 bp，4 bp の反復配列ごとに，繰り返し回数が多い非冗長
配列から順に，2 bp では 170 種類，3 bp では 9 種類，4 bp では 21 種類のプライ
マーを合成した（MEST001～MEST200: Malus Expressed Sequence Tag）．合成し
たプライマーを用いて，第 1 章の方法に準じて‘JM7’と‘サナシ 63’で検出
される対立遺伝子を調べた．両親のうちの一方，もしくは両方で多型が検出さ
れたプライマーを新規 EST-SSR マーカーとした．次に，それらの新規 EST-SSR
マーカーを用いて F1 集団の全個体で対立遺伝子を検出した． 
４．AFLP マーカーの検出 
AFLP 法（Vos et al., 1995）によって，AFLP マーカーを検出した．実験には
AFLP Analysis System II kit（ライフテクノロジー（株））を用いた．Selective 












上記で得られた DNA マーカーのデータの連鎖解析には JoinMap 4 ソフトウェ
ア（Kyazma B. V.）を用い，シュードテストクロス法および Kosambi の地図関数
を用いて，連鎖地図を構築した．連鎖群を決めるための最小 LOD 値には 8 を採
用した．構築した連鎖地図の各連鎖群は，リンゴの飽和標準連鎖地図
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）と共通の SSR マーカーを基準として，飽和標
準連鎖地図に対応するように整列させた上で，連鎖群番号を付けた． 







2）連鎖群の末端に位置する SSR マーカーからさらに末端側に 20 cM 以上離れて





１．連鎖地図の骨格となる SSR マーカーの検出 
リンゴ属から開発された 256 種類の既知の SSR マーカーのうち，192 種類に
おいて交雑親のうち少なくとも一方で，マッピング可能な多型が得られた．ナ









ナシ 63’において 154 遺伝子座が得られた（第 4-1 表）． 
２．EST-SSR マーカーの開発と検出 
同じ塩基配列を持つ EST を同一の遺伝子と見なして整理・統合した 9,010 件
の非冗長配列について，SSR 配列を検索したところ，2 bp の反復配列が 1,316 種
類，3 bp の反復配列が 1,110 種類，4 bp の反復配列が 393 種類，見出された．合
成したプライマーを用いて，‘JM7’と‘サナシ 63’において PCR を行い，2 bp
では 151 種類，3 bp では 9 種類，4 bp では 21 種類について，増幅産物が得られ
た．このうち，連鎖地図上に位置付けられる多型が得られた 137 種類（2 bp で
は 119 種類，3 bp では 7 種類，4 bp では 11 種類）のプライマーセットを新規




E42-M48，E42-M50）から，‘JM7’では 125 遺伝子座，‘サナシ 63’では 64 遺
伝子座が得られた．平均すると 1 プライマー組合せあたり，‘JM7’では 7.8 遺
伝子座，‘サナシ 63’では 4.0 遺伝子座が得られた．連鎖解析の過程で‘JM7’
で得られた 18 遺伝子座と‘サナシ 63’で得られた 5 遺伝子座は連鎖地図の構築
から除外されたので，連鎖地図に含まれる遺伝子座数は‘JM7’では 107 遺伝子
座，‘サナシ 63’では 59 遺伝子座であった（第 4-1 表）． 
４．‘JM7’および‘サナシ 63’の連鎖地図の構築 




築した（第 4-1 表，第 4-1 図）．連鎖地図は‘JM7’では 415 遺伝子座を含み，
全長は 998.0 cM であり，‘サナシ 63’では 310 遺伝子座を含み，全長は 981.8 cM
であった．また，‘JM7’と‘サナシ 63’の連鎖地図において，遺伝子座の密度
はそれぞれ 0.42 遺伝子座/cM，0.32 遺伝子座/cM であった．これら 2 つの連鎖地
図には，共通する SSR マーカーおよび EST-SSR マーカーで得られた遺伝子座が
185 個含まれていた．また，‘JM7’の連鎖地図の連鎖群の長さは 38.2 cM から
84.0 cM の範囲であり，連鎖群に含まれる遺伝子座数は 13 個から 40 個の範囲で
あった．‘サナシ 63’の連鎖地図の連鎖群の長さは 24.7 cM から 90.5 cM の範囲
であり，連鎖群に含まれる遺伝子座数は 12 個から 29 個の範囲であった．連鎖
地図中に 20 cM よりも長いギャップ領域が生じた連鎖群は，両連鎖地図の LG 6，
および‘サナシ 63’の LG 1 と LG 4 であった． 
本節において得られた連鎖地図を，リンゴの飽和標準連鎖地図である
‘Discovery’の連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）と比較すると，LG 7
の下部，および LG 8 と LG 13 の上部に，飽和標準連鎖地図の末端の SSR マー
カーよりも，さらに末端部に座乗している SSR マーカーが得られた（第 4-1 図）．
一方，‘JM7’と‘サナシ 63’の連鎖地図において，連鎖地図が構築できていな
い箇所は，両連鎖地図の LG 12 の下部，‘JM7’の LG 11 の上部，‘サナシ 63’
の LG 3 と LG 9 の下部であった． 
 
考 察 
‘JM7’と‘サナシ 63’の連鎖地図（第 4-1 表，第 4-1 図）の遺伝距離はリン
ゴの飽和標準連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）よりも短い連鎖群が多
く，長かったのは‘JM7’の LG 4 と LG 14，および‘サナシ 63’の LG 7 と LG 






所の領域（両連鎖地図の LG 12 の下部，‘JM7’の LG 11 の上部，‘サナシ 63’





の連鎖群で構成されている連鎖地図は，Celton et al. （2009b）が報告した‘M. 9’
と‘Robusta 5’しか存在しておらず，その他は全てセイヨウリンゴ（栽培品種）
の連鎖地図であった（Maliepaard et al., 1998; Silfverberg-Dilworth et al., 2006; 
Fernandez-Fernandez et al., 2008; van Dyk et al., 2010）．本節において材料として供
試した‘JM7’は，‘M. 9’とマルバカイドウ‘盛岡セイシ’を交雑して得られ









計画が立てられている（Fernandez-Fernandez et al., 2012; Antanaviciute et al., 2012）．
本節で構築された連鎖地図は，‘JM7’ではマルバカイドウに由来する挿し木発
根性，‘サナシ 63’では根頭がんしゅ病に対する抵抗性など，Fernandez-Fernandez 
et al. （2012）と Antanaviciute et al. （2012）によって用いられている‘M. 27’








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































第 4-2 表．台木用品種‘JM7’およびミツバカイドウ‘サナシ 63’の連鎖地図に
マッピングされた新規 EST-SSR マーカー． 
EST-SSR GenBank 
登録番号 
反復配列 マッピングされた連鎖群 z 
‘JM7’ ‘サナシ 63’ 
MEST001 AB627185 (tc)33 J6  
MEST003 AB627186 (ag)29 J13 S13 
MEST006 AB627187 (ag)25 J5 S5 
MEST007 AB627188 (ga)8g(ga)25 J15 S15 
MEST008 AB627189 (at)5(ta)25  S5 
MEST009 AB627190 (ag)24 J16  
MEST011 AB627191 (ct)24 J12 S12 
MEST012 AB627192 (ag)23 J2 S2,S7 
MEST013 AB627193 (ag)23 J15 S15 
MEST014 AB627194 (ct)22 J9  
MEST016 AB627195 (ag)21 J11  
MEST017 AB627196 (ct)21 J13 S13 
MEST019 AB627197 (ga)21g(ga)6 J8,J15  
MEST020 AB627198 (ga)21 J17 S17 
MEST021 AB627199 (ga)21 J13  
MEST022 AB627200 (ga)20 J15 S15 
MEST023 AB627201 (ga)20 J10  
MEST024 AB627202 (ta)20 J2,J7 S11 
MEST026 AB627203 (tc)20 J15 S8,S15 
MEST028 AB627204 (ag)19 J2 S2 
MEST029 AB627205 (ag)19 J17 S17 
MEST031 AB627206 (ct)19  S3 
MEST032 AB627207 (ct)19 J9 S9 
MEST033 AB627208 (ct)19 J11  
MEST034 AB627209 (ct)19 J9 S9 
MEST036 AB627210 (ct)18 J8  
MEST037 AB627211 (ct)18(ca)6 J7 S7 
MEST038 AB627212 (ga)18  S10 
MEST039 AB627213 (ga)18 J9  
MEST041 AB627214 (tc)18 J14 S14 
MEST043 AB627215 (ag)17  S10 
MEST044 AB627216 (ag)17  S11 
MEST045 AB627217 (at)17 J11  
MEST049 AB627218 (tc)17 J4  
MEST050 AB627219 (tg)17 J15 S15 
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‘JM7’ ‘サナシ 63’ 
MEST052 AB627220 (ag)16 J13 S13 
MEST054 AB627221 (ag)16 J7 S7 
MEST056 AB627222 (at)16 J6  
MEST060 AB627223 (ct)16 J3  
MEST061 AB627224 (ct)16 J8 S8 
MEST062 AB627225 (ct)16 J15 S15 
MEST063 AB627226 (ct)16 J9 S9 
MEST064 AB627227 (ct)16 J9  
MEST065 AB627228 (ct)16 J5 S5 
MEST066 AB627229 (ct)16ca(ct)8 J10  
MEST067 AB627230 (tc)16 J2 S2 
MEST069 AB627231 (ct)15 J17 S17 
MEST070 AB627232 (ga)15 J11  
MEST071 AB627233 (ga)15 J13  
MEST073 AB627234 (tc)15 J9 S9 
MEST074 AB627235 (tc)15 J17  
MEST076 AB627236 (ag)14 J3 S3 
MEST080 AB627237 (ct)14 J3 S3 
MEST082 AB627238 (ct)14 J15  
MEST083 AB627239 (ga)14  S7 
MEST084 AB627240 (ga)14 J12 S12 
MEST086 AB627241 (tc)14 J15 S15 
MEST088 AB627242 (ag)13 J13 S13 
MEST089 AB627243 (ag)13 J5 S5 
MEST091 AB627244 (ct)13 J4  
MEST092 AB627245 (ct)13 J15 S11 
MEST093 AB627246 (tc)5(ct)13 J13 S13 
MEST095 AB627247 (ct)13 J10 S5, S10 
MEST096 AB627248 (ct)13 J17 S17 
MEST097 AB627249 (at)12(ag)25 J9 S9 
MEST098 AB627250 (at)11 J16  
MEST099 AB627251 (cctc)5(ct)13 J1  
MEST100 AB627252 (tg)12 J11, J12  
MEST101 AB627253 (tc)12 J8 S8 
MEST102 AB627254 (tc)12(ac)10 J15 S15 
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‘JM7’ ‘サナシ 63’ 
MEST105 AB627255 (ta)12  S2 
MEST106 AB627256 (ta)12  S8 
MEST108 AB627257 (tc)11(ta)12  S15 
MEST109 AB627258 (ta)12 J10  
MEST111 AB627259 (at)12 J10 S10 
MEST112 AB627260 (tc)8tt(tc)11 J12, J14 S12, S14 
MEST113 AB627261 (ag)12 J1  
MEST117 AB627262 (ag)12 J3, J11 S11, S11 
MEST118 AB627263 (ag)12 J11  
MEST119 AB627264 (at)11 J17 S17 
MEST120 AB627265 (ag)11 J1  
MEST122 AB627266 (at)11 J7  
MEST123 AB627267 (ct)11 J5 S5 
MEST124 AB627268 (ga)11 J10 S10 
MEST125 AB627269 (tc)11  S4 
MEST126 AB627270 (at)11 J15 S15 
MEST127 AB627271 (ga)11 J12  
MEST128 AB627272 (tc)11 J15 S8 
MEST129 AB627273 (ag)11  S1 
MEST132 AB627274 (ta)11 J12 S12 
MEST133 AB627275 (tc)11 J5 S5 
MEST134 AB627276 (ct)11 J3  
MEST135 AB627277 (ta)11  S8 
MEST136 AB627278 (ct)10 J16  
MEST138 AB627279 (ct)10 J4, J12 S4, S12 
MEST139 AB627280 (ag)10 J13  
MEST140 AB627281 (tc)10 J11  
MEST141 AB627282 (ct)10 J14  
MEST142 AB627283 (at)10  S2 
MEST143 AB627284 (ag)10 J1  
MEST144 AB627285 (ag)10 J16 S16 
MEST145 AB627286 (ag)10  S9 
MEST147 AB627287 (tc)9 J15  
MEST148 AB627288 (tc)9  S6 
MEST150 AB627289 (ct)9 J15 S15 
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‘JM7’ ‘サナシ 63’ 
MEST153 AB627290 (tc)9a(at)5 J13 S13 
MEST154 AB627291 (tc)9 J12 S12 
MEST155 AB627292 (ct)8ttt(tc)5 J2, J15 S2 
MEST157 AB627293 (ct)9  S1 
MEST158 AB627294 (ct)9 J8  
MEST159 AB627295 (at)9 J13 S13 
MEST160 AB627296 (ct)9ag(tc)5 J1 S1 
MEST161 AB627297 (ag)9 J6 S6 
MEST162 AB627298 (ct)9 J13 S13 
MEST163 AB627299 (ga)9 J1 S1 
MEST164 AB627300 (ac)9 J17  
MEST165 AB627301 (ag)9 J15  
MEST168 AB627302 (ct)9 J13 S13 
MEST170 AB627303 (tctg)6 J16  
MEST171 AB627304 (ggag)6ga 
(aggg)3 
 S14 
MEST174 AB627305 (gaaa)5 J13  
MEST176 AB627306 (ccag)5 J12  
MEST177 AB627307 (agac)5  S9 
MEST178 AB627308 (aaag)5 J15  
MEST182 AB627309 (gaaa)4 J10  
MEST185 AB627310 (tc)11 J1, J7 S1, S7 
MEST187 AB627311 (catt)4 J4 S4 
MEST188 AB627312 (agga)4 J8  
MEST189 AB627313 (agaa)4 J7  
MEST190 AB627314 (aatt)4  S9 
MEST193 AB627315 (tat)10 J1  
MEST195 AB627316 (tcc)10 J12  
MEST196 AB627317 (ctc)10 J8  
MEST197 AB627318 (gag)9 J17  
MEST198 AB627319 (gca)9 J2, J15 S13 
MEST199 AB627320 (cct)8 J1 S1 
MEST200 AB627321 (gtt)8 J9 S9 
z 連鎖群番号は第 4-1 図の連鎖地図の連鎖群番号と対応しており，‘JM7’，‘サ





第 4-1 図．台木用品種‘JM7’およびミツバカイドウ‘サナシ 63’の連鎖地図． 
植物材料には‘JM7’と‘サナシ 63’を交雑して得られた F1 集団（120
個体）を用いた． 
‘JM7’の連鎖群は J1～J17 と示し，同様に‘サナシ 63’は S1～S17，
飽和標準連鎖地図（Silfverberg-Dilworth et al., 2006）である‘Discovery’
は D1～D17 と示す． 
‘Discovery’の連鎖地図については，末端部の SSR マーカー，および
‘JM7’と‘サナシ 63’の連鎖地図に対応付けに必要な SSR マーカー
のみ表示し，他は省略して示す． 
新規 EST-SSR は，下線を付して示す． 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































下旬にかけて，各新梢から 20～25 cm の長さの穂木を切り出し，最上部の 1 芽
を残して，他の芽を掻き取ってから挿し木用の穂木（挿し穂）として供試した． 
2004 年から 2007 年にかけて，人工気象室内でバーミキュライトを挿し木床と
する試験を行った．人工気象室内は，気温 18°C，地温 20°C に設定した．挿し木
は 4～6 月に行った．挿し穂に対する発根促進処理として，挿し木直前にオキシ
ベロン 4 倍希釈液（0.1 %インドール酪酸）を瞬間浸漬した．挿し木から 1 ヶ月
後に挿し穂を掘り上げ，発根が 1 本でも見られた挿し穂を「発根あり」と評価
した．F1 集団の個体ごとに 2004 年から 2007 年の結果を合算し，発根ありと評
価された挿し穂数を総挿し穂数で除して，個体ごとの発根率を求め，0～1 の値
で表した．個体当たりの 4 年間の総挿し穂数は 2 本から 125 本であり，平均で
48.4 本であった．総挿し穂数が合計で 5 本に満たなかった個体（個体番号 20，
21，35，123，125）は，その後の解析から除外した． 




した．11 月下旬に挿し穂を掘り上げ，発根が 1 本でも見られた挿し穂を「発根
あり」と評価した．F1 集団の個体ごとに 2 年間の試験結果を合算し，個体ごと
に発根率を求め，0～1 の値で表した．個体当たりの 2 年間の総挿し穂数は 9 本
から 55 本であり，平均で 34.6 本であった．総挿し穂数が合計で 5 本に満たなか
った個体（個体番号 81，82，125）は，その後の解析から除外した． 
３．QTL 解析 
QTL 解析には，MapQTL 6（Kyazma B. V.）ソフトウェアを用いた．上記で得
られた個体ごとの発根率を逆正弦変換した値を QTL 解析に用いた．また，連鎖
地図として，前節で構築した‘JM7’と‘サナシ 63’の連鎖地図（第 4-2 表，第
4-1 図）を用い，integrated two-way pseudo-testcross approach（van Ooijen, 2009）
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によって QTL を同定した．すなわち，それぞれが 17 個の連鎖群で構成されて
いる両連鎖地図を並列に配置して，仮想的に構築した 34 個の連鎖群からなる連
鎖地図を用いて，QTL 解析を行った．QTL の有意性を判定する閾値は，繰り返
し回数 1,000 回の並べ替え検定によって得られた，有意水準 5%の LOD 値を採用
した．インターバルマッピング法で予備解析を行ったのち，LOD 値が閾値を越
えた領域の近傍に対して既知の SSR マーカーを追加した（後述）．その後，LOD
値のピークの最も近傍に位置していた DNA マーカーを co-factor に設定して，
MQM マッピング法で再度，QTL 解析を行った． 
４．発根性に関与する QTL の近傍に対する既知の SSR マーカーの追加 
発根性に関与する QTL が座乗している連鎖群を特定した後，既存の連鎖地図
（Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Yamamoto et al., 2007; van Dyk et al., 2010）の当
該連鎖群に座乗している既知の SSR マーカー（NB125a，AJ001681-SSR，CH02g04，
NZmsEB177464，SAmsCN492417，SAmsCN490324）を連鎖地図に追加した．こ
れらの SSR マーカーの PCR および検出は，第 1 章の方法に準じて行った． 
５．LG 17 の QTL の近傍に座乗している SSR マーカーを用いて台木用品種で検
出される対立遺伝子の調査 
挿し木発根性の優れる実生個体を選抜するための DNA マーカーを選定する
ことを目的として，QTL の近傍に座乗していた SSR マーカーを用いて，台木用






人工気象室内，および露地の試験とも，‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団が




った F1 個体）は存在せず，半数以上の個体が 50 %以上の発根率を示した．一方，
露地の試験では，発根率が 0 の個体が存在し，F1 集団全体でも人工気象室内の
試験と比べて発根率が劣る傾向があった．‘サナシ 63’はいずれの挿し木床にお
いても供試した全ての挿し穂が発根しなかったので，発根率は 0 であった． 
２．インターバルマッピングおよび QTL 近傍に対する既知の SSR マーカーの追
加 
‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団の人工気象室内の試験で得られた発根率（第
4-2 図 A）を用いてインターバルマッピングによる解析を行った結果，‘JM7’の
LG 17 の 14.0 cM の位置に LOD 値が 23.6 のピークが検出された（第 4-3 表）．ま
た，露地の試験で得られた発根率（第 4-2 図 B）を用いて同様の解析を行った結
果，‘JM7’の LG 17 の 13.0 cM の位置に LOD 値が 13.2 のピークが検出された．
この他の連鎖群に，閾値（LOD 値 3.2）を越えるピークは検出されなかった．そ
こで，‘JM7’の LG 17 に既知の SSR マーカーを追加することにした．その結果，
実験に用いた SSR マーカー（NB125a，AJ001681-SSR，CH02g04，NZmsEB177464，
SAmsCN492417，SAmsCN490324）はいずれも‘JM7’で多型を示し，連鎖地図
の LG 17 にマッピングされた（第 4-3 図 A）． 
３．MQM マッピング 
LG 17 に対して SSR マーカーを追加した‘JM7’の連鎖地図（第 4-3 図 A）を
用い，MQM マッピング法によって，‘JM7’と‘サナシ 63’の全連鎖群に対す
る QTL 解析を行った結果，人工気象室内の試験では，‘JM7’の LG 17 に座乗す
る SSR マーカーSAmsCN492417 と SAmsCN490324 との間に LOD 値が最大を示
す QTL が検出された（第 4-4 表，第 4-3 図 B）．この QTL の LOD 値は 24.8 であ
り，表現型に対する寄与率は 56.2 %であった．この他に，‘JM7’の LG 13 の AFLP
マーカーE33M48-325 上に，LOD 値 3.9，寄与率 5.8 %の，効果が小さい QTL が
検出された． 
露地の試験では，人工気象室内の試験と同様に， SAmsCN492417 と
SAmsCN490324 との間に LOD 値が最も大きい QTL が検出された（第 4-4 表，第
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4-3 図 B）．このとき，LOD 値は 18.7，寄与率は 45.8 %であった．さらに，‘JM7’
の LG 12 の DNA マーカーE34M48-360，および‘サナシ 63’の LG 8 の SSR マ
ーカーCH05a02 上に，それぞれ LOD 値が 3.7，4.2，寄与率は 7.0，9.0 %の，効
果が比較的小さい QTL が検出された． 
人工気象室内および露地の試験において F1 集団が示した発根率ごとの個体
数を示した分布図（第 4-2 図 A，B）を改変して，‘JM7’の LG 17 に検出された
QTL 近傍の SSR マーカーMEST020 の対立遺伝子型によって F1 集団の各個体を
区別して表示した分布図を示す（第 4-2 図 C，D）．その結果，人工気象室内の
試験において発根率が 0.9 以上を示した全ての個体が QTL の発根を促進する対
立遺伝子と相引に連鎖する対立遺伝子（248 bp）を有していることが明らかにさ





４．LG 17 の QTL の近傍に座乗している SSR マーカーを用いて台木用品種で検
出される対立遺伝子の調査 
‘JM7’の LG 17 に検出された QTL の近傍に座乗している SSR マーカー
（SAmsCN492417，SAmsCN490324，MEST020）を用いて，台木用品種と台木と
して用いられている野生種で検出される対立遺伝子を調べた（第 4-5 表）．その
結果，‘JM7’では，SSR マーカーSAmsCN492417 と SAmsCN490324 の間でマル
バカイドウ‘盛岡セイシ’に由来する染色体が組換えを起こしていることが推
定された（第 4-4 図）．すなわち，連鎖地図上で QTL の上側に座乗している
SAmsCN492417 を用いて‘JM7’で検出された，QTL の発根を促進する対立遺
伝子と相引に連鎖している 147 bp の対立遺伝子は，同じ交雑組合せの交雑実生
集団から選抜された他の JM 系台木（‘JM1’，‘JM2’，‘JM5’，‘JM8’）において
は検出されなかった．一方で，QTL の下側に座乗している SAmsCN490324 と
113 
 
MEST020 を用いると，全ての JM 系台木で同じ対立遺伝子型が検出された． 
SSR マーカーMEST020 を用いて検出される 248 bp の対立遺伝子は，‘JM7’
において QTL の発根を促進する対立遺伝子と相引に連鎖しており，挿し木発根
性を示す品種に特異的に出現する対立遺伝子であった（第 4-5 表）．一方，SSR
マーカーSAmsCN492417 を用いて検出される 143 bp の対立遺伝子は，‘JM1’，
‘JM2’，‘JM5’，‘JM8’，‘盛岡セイシ’において QTL の発根を促進する対立遺
伝子と相引に連鎖しているものの，挿し木発根性を示さない 3 品種（‘M. 9’，‘M. 
27’，‘G. 65’）においても同じ増幅長の対立遺伝子が検出された．同様に，
SAmsCN490324 を用いて検出される 260 bp の増幅長を示す対立遺伝子は，QTL
の発根を促進する対立遺伝子と相引に連鎖しているものの，挿し木発根性を示




LG 17 に見出した（第 4-4 表，第 4-3 図）．この QTL に匹敵する寄与率を持つ QTL
は他に検出されなかったので，本 QTL は休眠枝挿しにおいて発根性を支配し，
発根を促進する主働 QTL であると判断された．この発根を促進する主働 QTL
は，木本植物において似た効果を持つとして知られている QTL の中で，表現型
に対する寄与率が 2 番目に大きかった．挿し木などによる発根性について，最
も多くの QTL 解析例があるのはユーカリ属（Eucaryptus spp.）である（Grattapaglia 
et al., 1995; Marques et al., 1999; Thumma et al., 2010）．ユーカリ属において報告さ
れている，発根を促進する効果が最も大きい QTL の寄与率は 21.0 %である．ユ
ーカリ属と同じフトモモ科に属する Corymbia属では，in vitroでの実験であるも
のの，寄与率が 66 %と，木本植物では最大の効果を持つ QTL が同定されている
（Shepherd et al., 2008）．果樹では，ミカン科のカラタチにおいて 2 個の QTL が




ナラで寄与率が 13.8%であることが明らかにされている（Han et al., 1994; 
Scotti-Saintagne et al., 2005）．以上のことから，本節で検出された主働 QTL の寄
与率（45.8～56.2 %）は，他の木本植物との比較において，表現型に対する寄与
が大きい QTL であると考えられた．さらに，リンゴ属において発根性に関与す
る QTL はこれまでに同定されておらず，本節の研究が初めての事例であった． 
また，‘JM7’の LG 17 に検出された発根を促進する主働 QTL は，人工気象








働 QTLの発根を促進する対立遺伝子を持つ全ての F1 個体は発根率が 0.5 を越え
ており，吉田ら（1985）の選抜基準を満たしていた（第 4-2 図 C）ので，本集団
の場合，主働 QTL の発根を促進する対立遺伝子を持つ個体を選抜することで，
選抜水準を超える個体が得られると判断された．一方，露地の試験において，
主働 QTL の発根を促進する対立遺伝子を持つ 58 個体のうち，34 個体（58 %）
は発根率が 0.5 以上であったが，残りの 24 個体（42 %）は 0.5 未満であった（第
4-2 図 D）．このことは，主働 QTL や，3 箇所（‘JM7’の LG 12，13 と，‘サナ














また，SSR マーカーMEST020 において‘JM7’の主働 QTL の発根を促進する
対立遺伝子と相引に連鎖する 248 bp の対立遺伝子は，挿し木発根性の低い台木
用品種から検出されない増幅長であった（第 4-5 表）．このことから，挿し木発
根性のある品種と，挿し木発根性のない品種とを交雑した場合，後代の選抜に
は MEST020 を用いて，主働 QTL の発根を促進する対立遺伝子と相引に連鎖し














第 4-2 図．挿し木発根性の優れる‘JM7’と不良な‘サナシ 63’を交雑して得ら







QTL 近傍の SSR マーカーMEST020 の対立遺伝子型によって，集団




‘JM7’の第 17 連鎖群に検出された QTL 近傍の SSR マーカー
MEST020 の対立遺伝子型によって，集団に含まれる個体を区別し
て示す． 
供試個体とは，‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団のうち，総挿し穂数







































第 4-3 表．‘JM7’および‘サナシ 63’の連鎖地図に対するインターバルマッピ
ング． 
挿し木床 LOD 値のピークの位置 LOD 
人工気象室内 JM7 LG17, 14.0 cM 23.6 








（A）新たに DNA マーカーを追加した‘JM7’における第 17 連鎖群（LG 
17）の連鎖地図（抜粋）． 
追加された SSR マーカーに下線を付して示す． 
（B）MQM マッピング法による QTL 解析結果． 
Co-factor として SSR マーカーSAmsCN492417 を設定した． 













































第 4-4 表．‘JM7’および‘サナシ 63’の連鎖地図に対して，MQM マッピング
による解析を行って検出された休眠枝挿しにおける発根性に関与す
る QTL． 
挿し木床 QTL の位置 LOD 寄与率(%) 
人工気象室内 JM7 LG 17, 14.0 cM 24.8 56.2 
 




露地 JM7 LG 17, 14.0 cM 18.7 45.8 
 
JM7 LG 12, 24.3 cM 3.7 7.0 

















     
JM1 盛岡セイシ×M. 9 あり 143 bp/143 bpz 243/260 248/280 
JM2 盛岡セイシ×M. 9 あり 141/143 243/260 248/278 
JM5 盛岡セイシ×M. 9 あり 141/143 243/260 248/278 
JM7 盛岡セイシ×M. 9 あり 141/147 243/260 248/278 
JM8 盛岡セイシ×M. 9 あり 143/143 243/260 248/280 
マルバカイドウ 
    
盛岡セイシ － あり 143/147 239/260 248/256 
Mo 84a － あり 143/147 239/260 246/256 
ミツバカイドウ 
    
サナシ 63 － なし 137/139 238/238 251/265 
M 系，G 系台木 
    
M. 9 － なし 141/143 243/243 278/280 
M. 27 M. 13 × M. 9 なし 141/143 243/260 246/278 
G. 65 M. 27 × Beauty なし 143/153 241/260 246/267 
z






に優れる JM 系台木における，発根を促進する主働 QTL 近傍のグラ
フ遺伝子型． 
矢印は 1 世代の経過を示す． 
発根を促進する主働 QTL の座乗位置は QTL 解析からの推定． 
主働 QTL の発根を促進する対立遺伝子を“＋”，それ以外の対立遺伝
子を“－”と表記する． 
各 SSR マーカーの対立遺伝子は増幅長（bp）で示す． 
紫色と緑色は‘盛岡セイシ’，白色は‘M.9’由来の染色体を示す． 
盛岡セイシ JM1, JM8 JM7
SAmsCN492417 12.0 143 147 143 143 143 141 147 141





































に対する罹病性の原因遺伝子 Altを‘Starking Delicious’の LG 11 にマッピング
して，抵抗性を示す個体を選抜するためのDNAマーカーDR033892を開発した．
第 2 章ではカラムナー性を示す個体を選抜するための SSR マーカー
Mdo.chr10.12とMdo.chr 10.14を開発した．これら 2種類の SSRマーカーは 1,000
個体の F1 集団において，カラムナー性の原因遺伝子 Coと 0 cM で連鎖してい
た．第 3 章では，台木用品種の形質である根頭がんしゅ病抵抗性について，抵
抗性検定法を改良した結果，ミツバカイドウ‘サナシ 63’が抵抗性を示すこと
を明らかにした．さらに，抵抗性遺伝子 Cgを‘サナシ 63’の LG 2 にマッピン
グして，抵抗性個体を選抜するためのSSRマーカーNZmsEB119405を開発した．
第 4 章では，同じく台木用品種の形質である挿し木発根性について，発根を促
進する主働 QTL を‘JM7’の LG 17 に見出し，挿し木発根性の優れる個体を選
抜するための SSR マーカーMEST020 を開発した．以上のように，本研究によ
ってリンゴの 4 つの重要な育種目標について，目的の形質をそれぞれ備えた個




















プロダクション（株））を用いて，縦 8 列×横 12 列の配置になるようにプラス
チック製のバットにジフィーセブンを並べる方法が提唱されている（森谷ら，
2012）．この並べ方は，ジフィーセブンの位置（座標）と 96 ウェル PCR プレー
ト（多数のサンプルを 1 度に PCR する際によく用いられる，96 本連結型のプ







提唱されている（Bashalkhanov・Rajora, 2008; Dilworth・Frey, 2000; Mace et al., 
2003; Ohta et al., 2013; Thomson・Henry, 1995; Xin et al., 2003）．このうち，採取






PCR 反応液に浸すことで，DNA 抽出操作が省略される Ohta et al.（2013）の方
法は極めて簡便である．しかしながら，Ohta et al.（2013）の方法で抽出された
































ものが DNA マーカー化されたものではないので，DNA マーカーと原因遺伝子
間での組換えに起因する誤選抜が生じることに注意する必要がある．たとえば，
斑点落葉病に対して抵抗性を示す個体を選抜するための DNA マーカー
DR033892 は罹病性の原因遺伝子 Altと 1.7 cM の距離で連鎖していたので，100




実験操作は増加するので，1 個体を複数の DNA マーカーで検定する場合は，1
種類の反応液中で複数の DNA マーカーを同時に増幅できる PCR 法（マルチプ
レックス PCR 法）の利用を検討すべきである．これまでの知見として，リンゴ
の場合，8 種類の SSR マーカーを同時にマルチプレックス PCR で増幅した後，
DNA シーケンサーを用いて 1 度に検出する実験例が報告されている（Frey et al., 
2004）．また，カラムナー性については，リンゴのゲノム情報（Velasco et al., 2010）
を利用したことで，原因遺伝子 Coと極めて強く連鎖している DNA マーカーが








採用されている．たとえば，2011 年から 2013 年までの 3 年間において，斑点
落葉病抵抗性に関しては 5種類の交雑組合せの 1,104個体をDNAマーカーで検
定して，抵抗性の 265 個体が選抜されている．カラムナー性については，同じ
く 3 年間で 9 種類の交雑組合せの 1,336 個体を DNA マーカーで検定して，カラ




個体が新たに定植されているので，上記の DNA マーカー選抜の結果，3 年間で
淘汰された個体数は 1,571 個体で，この数は 1 年間に定植される個体数に匹敵
する規模である．また，台木用品種の育成にあたっては，2 種類の交雑組合せ
の 1,204 個体を，3 種類の形質（根頭がんしゅ病抵抗性と挿し木発根性とわい化




















関しては，LG 16 に効果の大きな QTL が見出されており（Xu et al., 2012），原
因となる候補遺伝子まで明らかにされている（Bai et al., 2012a; Khan et al., 2012）．
また，日持ち性に関しては，LG 10 に座乗していて，細胞壁の合成と分解に関
わる遺伝子MdPG1（M. × domestica polygalacturonase）が深く関わっているこ











た 8K SNP アレイ（1 回の実験で約 8,000 個の SNP マーカーを検出できる方法）
が開発され（Chagne et al., 2012），ゲノムワイドに SNP マーカーを検出できる
ようになったことで，すでに解決している．リンゴにおける GS の先行研究で
は，糖度についての GS が実現できる可能性があることが示されている（Kumar 



























質のうち，選抜に利用可能な DNA マーカーが開発されている形質は‘M. 9’
に由来するわい化性（Pilcher et al., 2008）と‘Northen Spy’，‘Robusta 5’，‘Aotea 
1’に由来するリンゴワタムシ抵抗性（Bus et al., 2008）のみである．このよう
な理由から，本研究において，新たに根頭がんしゅ病抵抗性（第 3 章）と挿し







しゅ病抵抗性（第 3 章）に関する DNA マーカーの開発を挙げることができる．
第 3 章の第 1 節において，根頭がんしゅ病菌の ARAT-001 株を‘JM7’×‘サ
ナシ 63’の F1 集団の全個体に対して接種した結果，抵抗性が複数の遺伝子に
制御される量的形質であることが明らかとなり，一方で，第 4 章の第 1 節にお
いて，同じ F1 集団を用いて全ゲノムをカバーする‘JM7’と‘サナシ 63’の
連鎖地図を構築した．今後，これらのデータを用いて QTL 解析を行うことで，
ARAT-001 の抵抗性に関与する QTL を明らかにし，早期に DNA マーカーを開
発できると考えられる．また，同様に，‘JM7’×‘サナシ 63’の F1 集団は高
接ぎ病抵抗性についても解析できる集団であると考えられた．すなわち，‘サナ
シ 63’は高接ぎ病の病原ウイルスの 1 種である Apple Chlorotic Leaf Spot Virus
（ACLSV）に感受性であり，優性の感受性遺伝子 Cv をヘテロに有する（羽生
田ら，1984）．一方，‘JM7’は ACLSV に抵抗性であり，cv のホモ型と推測さ









第 １ 章．斑点落葉病抵抗性個体の早期選抜法 
1. 斑点落葉病に罹病性を示す原因遺伝子 Altは‘Starking Delicious’の LG 11 に
マッピングされた．このとき，DNA マーカーDR033892 が Alt の最も近傍に
座乗しており，遺伝距離 1.7 cM で連鎖していた． 
2. リンゴの品種・選抜系統が示した DNA マーカーDR033892 による多型と斑点
落葉病に対する表現型の関係が一致した． 
3. 以上の結果から，DR033892 は斑点落葉病に抵抗性を示す個体を早期に選抜
するための DNA マーカーとして利用可能であると判断された． 
 
第 ２ 章．カラムナー性個体の早期選抜法 
4. リンゴの LG 10 に座乗する既知の DNA マーカーのうち，カラムナー性を示
す原因遺伝子 Co の最も近傍に連鎖していたのは 2 種類の SSR マーカー
CH03d11 と Hi01a03 であった． 
5. 1,000 個体の F1 集団を用いた高解像度マッピングの結果，‘Golden Delicious’
の公開ゲノム配列から開発された SSR マーカーMdo.chr10.12，Mdo.chr10.13，
Mdo.chr10.14 は Coと 0 cM で連鎖していた． 
6. Mdo.chr10.12 と Mdo.chr10.14 を用いると，Co と相引に連鎖する対立遺伝子
とその他の対立遺伝子とを容易に識別することが可能であった． 
7. 以上の結果から，Mdo.chr10.12 と Mdo.chr10.14 はカラムナー性を示す個体を
早期に選抜するための DNA マーカーとして利用可能であると判断された． 
 
第 ３ 章．台木用品種における根頭がんしゅ病抵抗性個体の早期選抜法 
8. 接ぎ木苗の穂木から発生した新梢（地上部）と挿し木苗基部（地下部）に対






ミツバカイドウ‘サナシ 63’は Peach CG8331 株に対して抵抗性，ARAT-001
株に対して中程度抵抗性を示した．この他に供試した台木用品種や野生種の
中に，両菌株に対して抵抗性を示した品種や系統は認められなかった． 
10. ‘サナシ 63’の Peach CG8331 株に対する抵抗性は，抵抗性が優性を示して
いる 1 個の主働遺伝子 Cgによって決定されていると考えられた． 
11. Cgは‘サナシ 63’のLG 2に座乗しており，CgはSSRマーカーNZmsEB119405
と 0 cM で連鎖していた． 
12. ‘サナシ 63’を交雑親として用いた F1 集団において，SSR マーカー
NZmsEB119405 を用いるとCgを保有する個体が識別できることが示された． 




第 ４ 章．台木用品種における挿し木発根性に優れた個体の早期選抜法 
14. ‘JM7’と‘サナシ 63’を交雑して得られた F1 集団を用いて構築された‘JM7’
と‘サナシ 63’の連鎖地図が含む領域は，ほぼ全ゲノムにわたっていると
判断された． 
15. 休眠枝挿しの際に発根を促進する主働 QTL が‘JM7’の LG 17 に見出され
た．  
16. ‘JM7’に見出された主働 QTL の近傍に座乗する SSR マーカーMEST020
を用いて検出される，主働 QTL の発根を促進する対立遺伝子と相引に連鎖
する 248 bp の対立遺伝子は，挿し木発根性の低い台木用品種から検出され
なかった． 
17. 以上の結果から，MEST020 は挿し木発根性の優れる個体を早期に選抜する
ための DNA マーカーとして利用可能であると判断された． 
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